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1  Zusammenfassung
UVB  (280-320  nm)  als  Bestandteil  des  Sonnenlichtes  hat  sowohl  akute  als  auch 
chronische Auswirkungen auf die Haut. Die Beurteilung morphologischer Veränderungen 
durch UVB-Exposition war lange Zeit nur histologisch möglich und somit für die Analyse 
zeitlicher Verläufe nur bedingt geeignet. Die in vivo Multiphotonenlasertomographie (MPT) 
der  menschlichen  Haut  ist  ein  wertvolles  diagnostisches  Verfahren  zur  nicht-invasiven 
Darstellung von Zellen, Zellverbänden und Geweben sowie deren Veränderungen. Diese 
können mit einer Auflösung von unter einem Mikrometer und einer Eindringtiefe von 200 
Mikrometer dargestellt  werden, was die hochauflösende Darstellung der Epidermis und 
oberen Dermis erlaubt.
Die aktuelle Studie hatte die nicht-invasive Darstellung akuter zellulärer Veränderungen 
nach  UVB-Bestrahlung  mittels  Multiphotonenlasertomographie  zum  Ziel.  Dabei  sollten 
sowohl die Auswirkungen einer einmaligen Bestrahlung mit einer Erythem-induzierenden 
Dosis als auch fortlaufende Belichtung im suberythematösen Bereich, wie sie im Rahmen 
einer Phototherapie angewendet wird, in ihrer Ausprägung und ihrem zeitlichem Verlauf  
miteinander verglichen werden. 
Für die Untersuchung wurden in Studie 1 zehn freiwillige Probanden einmalig am volaren 
Unterarm mit  einer  erythematösen UVB-Dosis,  wie  sie  bei  einer  Lichttreppe üblich ist,  
bestrahlt. Bei Studie 2 wurden sechzehn freiwillige Patienten mit einer Psoriasis vulgaris, 
die  eine  Schmalband-UVB-Therapie  erhielten,  im  zeitlichen  Verlauf  untersucht.  Die 
Messungen erfolgten am volaren Unterarm im Bereich klinisch nicht-befallener Haut. Die 
Untersuchungen  mit  dem  Multiphotonenlasertomographen  wurden  jeweils  zu  vier 
Zeitpunkten durchgeführt, d.h. in Studie 1 vor Bestrahlung (Ausgangswert) sowie 24, 48 
und 72 Stunden nach Bestrahlung. In Studie 2 wurden ein Testfeld und ein Kontrollfeld vor 
der  ersten  Bestrahlung  (Ausgangswert)  sowie  24  und  72  Stunden  nach  der  ersten 
Bestrahlung und am Ende der abgeschlossenen Lichttherapie vermessen. Das Kontrollfeld 
wurde während den Bestrahlungen stets lichtundurchlässig abgedeckt.
Anhand der erhobenen Daten wurde die Ausprägung folgender Parameter im Vergleich 
zur  Kontrolle  untersucht:  epidermale  Pleomorphie,  Spongiose,  Pigmentierung  und 
Epidermisdicke.
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In  Studie  1  wurden  alle  vier  untersuchten  Parameter  signifikant  durch  die  einmalige 
erythematöse UVB-Bestrahlung verändert.  72 Stunden nach der  Bestrahlung war  eine 
Zunahme  der  epidermalen  Pleomorphie,  der  Spongiose,  der  Pigmentierung  und  der 
Epidermisdicke zu beobachten.
In Studie 2 hingegen nahmen nur der Grad der Pigmentierung und die Epidermisdicke zu. 
Eine  nennenswerte  Spongiose oder  zelluläre  Veränderungen  mit  dem Nachweis  einer 
Pleomorphie oder dysplastischer Zellen konnten dagegen nicht nachgewiesen werden. 
Die  in  der  MPT nachgewiesenen Veränderungen in  der  Studie  1  korrelieren dabei  im 
Wesentlichen mit  den Ergebnissen aus histologischen Untersuchungen und  bisherigen 
Studien anderer Arbeitsgruppen (Miescher 1930, Gilchrest et al. 1981, Pearse et al. 1986, 
Kulms und Schwarz 2000, Lee et al. 2002, Tadokoro et al. 2005, Gambichler et al. 2006, 
Liu et al. 2010).
Allerdings  wurde  in  der  aktuellen  Untersuchung  eine  Zunahme  der  Pleomorphie 
einschließlich apoptotischer Veränderungen über 72 Stunden beobachtet, während in den 
meisten  anderen  Studien  das  Maximum bereits  nach  24  Stunden  erreicht  war.  Dabei 
müssen  jedoch  Unterschiede  im  Studiendesign  berücksichtigt  werden  (Gilchrest  et  al. 
1981, Okamoto et al. 1999,  Kulms und Schwarz 2000).
Die  Ergebnisse  von  Studie  2  bestätigen  ebenfalls  die  bereits  in  Voruntersuchungen 
beobachten Befunde (Pearse et  al.  1987,  Bataille  et  al.  2000,  De Winter  et  al.  2001,  
Matsumura  und  Ananthaswamy 2004).  Durch  die  Möglichkeit,  einen  Untersuchungsort 
mehrfach zu beurteilen, hat das neue Verfahren jedoch deutliche Vorteile gegenüber einer 
histologischen  Aufarbeitung. Gleichzeitig  konnte  nachgewiesen  werden,  dass  eine 
medizinische  Lichttherapie  mit  Schmalband-UVB  zwar  zu  einer  kontinuierlichen 
Photoadaption führt, sich zelluläre Dysplasien dagegen nicht nachweisen ließen.
Zusammenfassend verdeutlichen die  beiden vorliegenden Studien,  dass die  MPT eine 
geeignete Methode ist, die typischen akuten, UVB-bedingten, epidermalen Veränderungen 
darzustellen. Sie besitzt als nicht-invasive Methode mit einer hohen Auflösung gegenüber 
anderen  Verfahren  Vorteile  durch  die  Beurteilung  des  zeitlichen  Verlaufes  dieser 
Veränderungen. Zudem können durch den SHG-Effekt und die Möglichkeit, auch zelluläre 
Effekte zu beurteilen, gleichzeitig mehrere Parameter erfasst und ausgewertet werden.
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2  Einleitung
2.1  Multiphotonenlasertomographie
2.1.1 Allgemeines
Die  Multiphotonenlasertomographie  (MPT)  zeigt  sich  als  vielversprechendes 
Untersuchungsverfahren  für  die  dermatologische  Diagnostik.  Sie  ermöglicht  die 
Untersuchung der Haut  direkt  am Patienten (in vivo)  und als Gewebeprobe auf einem 
Objektträger  (ex  vivo)  mit  sehr  hoher,  subzellulärer  Auflösung  und  hohem  Kontrast 
(Fischer et al. 2008, König 2008, Kaatz und König 2010, Köhler et al. 2010, 2011 (b)). Die  
MPT ist zur nicht-invasiven Untersuchung von zellulären wie auch molekularen Strukturen 
geeignet und basiert auf dem Prinzip der Autofluoreszenz, der nicht-linearen Anregung von 
endogenen Fluorophoren wie z.B. NAD(P)H, Keratin oder Melanin (König und Riemann 
2003, König 2008, König et al. 2009, 2010, Köhler et al. 2011 (b, c)). Im Vergleich zur 
Routine-Histologie  können  mit  dem  Verfahren  Artefakte  durch  Entnahme,  Fixierung, 
Dehydratation, Einbettung oder Färbung vermieden werden (Tsai et al. 2009, Kaatz und 
König 2010, Liu et al. 2010, Astner und Ulrich 2010, Köhler et al. 2011 (b), Dalimier und  
Salomon 2012).
2.1.2 Prinzip der Zweiphotonen-  und Mehrphotonen (Multiphotonen)-  Fluoreszenz 
und Multiphotonenanregung
Bei  der  Zweiphotonenabsorption  werden  zwei  Photonen  mit  Wellenlängen  im  Nahen 
Infrarot-Bereich  (NIR)  gleichzeitig  absorbiert.  Von  Nahen  Infrarot  spricht  man  bei 
Wellenlängen  im  Bereich  von  700  nm  -  1200  nm.  Diese  langwelligen,  energiearmen 
Photonen allein würden allerdings nicht zur Anregung einer Fluoreszenz hinreichen.
Deshalb  werden mindestens zwei  Photonen benötigt,  um die  Energie  eines einzelnen 
Fluorophor in den Elektronenzustand S1 zu heben, von dem aus die Fluoreszenz auftritt. 
Nur durch den Summationseffekt kann eine Anregung erfolgen (Goeppert-Mayer 1931, 
König 2000, König 2008, Kaatz und König 2010).
Die  Multiphotonenanregung  entspricht  der  quasi  gleichzeitigen  Absorption  zweier  oder 
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mehrerer  Photonen.  Dazu  werden  sehr  hohe  Photonenflussdichten  im  Bereich  von 
GW/cm³ benötigt, die gleichzeitig ein sehr kleines innergewebliches Fokusvolumen von ca. 
einem Zehntel Femtoliter (10-15 L) in einem kurzen Zeitintervall erreichen.
Auf diesem Wege können Absorption und Autofluoreszenz/SHG-Anregung stattfinden. Die 
daraus  resultierende,  emittierte  Strahlung  ist  kurzwelliger  und  energiereicher  als  die 
Anregungsstrahlung  im  Vergleich  zur  Einphotonenanregung  (König  2008,  Bazin  et  al. 
2010, Kaatz und König 2010, Köhler et al. 2011 (b, c)).
Hohe  Photonenflussdichten  können  entweder  über  eine  konstant  hohe  Laserleistung 
(„Continuous-wave-(cw-)Laserstrahlung“)  oder  über  ultrakurze  Laserpulse  mit  hoher 
Pulsleistung realisiert werden (Goeppert-Mayer 1931, Kaatz und König 2010).
Die mittlere Laserleistung kann durch den Einsatz von Femtosekunden-Laserpulsen bei 
einer hohen Wiederholungsrate (MHz/GHz) auf einen Bereich von wenigen Milliwatt oder 
gar Mikrowatt  reduziert  werden.  Dadurch kann die mittlere Gesamtenergie im Gewebe 
reduziert werden. Da durch diese Methode das zu untersuchende Gewebe die Möglichkeit 
hat,  sich  in  den  Pulspausen  (Nanosekunden)  abzukühlen,  kann  eine  Zellschädigung 
vermieden werden (König 2000, 2008, Kaatz und König 2010).
Die  von  den  angeregten  Molekülen  emittierte  Fluoreszenz  wird  von  den 
Photoelektronenvervielfachern  (photo  multiplier  tubes,  PMTs)  ermittelt,  in  Graustufen 
kodiert  und  als  ein  zwei-dimensionales  Bild  rekonstruiert  und  dargestellt  (König  2008, 
König et al. 2010, Köhler et al. 2011 (b, c)).
Die Verwendung von Laserlicht im Nahen Infrarot (NIR) führt im Vergleich zu kürzeren 
Wellenlängen zu einer höheren Eindringtiefe und zum anderen wird damit aufgrund der 
niedrigen  innergeweblichen  Ein-Photon-Absorptionskoeffizienten  eine  Schädigung  der 
Zellen  durch  Aufheizung  oder  Photobleaching  erheblich  vermindert.  Eine  AF/SHG-
Anregung außerhalb des Fokusvolumens wird ebenfalls vermieden. Die Möglichkeit einer 
Gewebeschädigung ist deshalb gering (Denk et. al. 1990, Masters et al. 1997, 1998, So 
und Kim 1998, König 2000, 2008, Kaatz und König 2010).
Durch  den  Gebrauch  eines  schnellen  X-Y-Galvoscanners  und  einer  piezobetriebenen 
Fokussieroptik  kann  das  Zweiphotonenanregungsvolumen  in  alle  drei  Richtungen  in 
minimalen Schritten von unter einem Mikrometer verschoben werden. Dies ermöglicht die 
nicht-invasive Untersuchung mit optischen Schnittbildern in subzellulärer Auflösung (König 
2008).
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2.1.3 Endogene Fluorophore
Die  Haut  besitzt  zahlreiche  endogene  Fluorophore,  die  in  unterschiedlichen 
Wellenlängenbereichen autofluoreszieren und über ihre spezifischen Eigenschaften auch 
Hinweise  über  den Aktivierungszustand einer  Zelle  und metabolische Prozesse geben 
können.  Durch die  Fähigkeit  zur  Autofluoreszenzanregung dieser  Fluorophore kann im 
Rahmen der  Multiphotonenlasertomographie auf  ein  exogenes Kontrastmittel  verzichtet 
werden.  Damit  besteht  die  Grundvoraussetzung für  einen Einsatz  der  Technologie  als 
nicht-invasives in-vivo-Verfahren (Zipfel et al. 2003, König 2008, Breunig et al. 2010, Kaatz 
und König 2010).
Die endogenen Fluorophore sind nicht gleichmäßig in der Haut verteilt, sondern zeigen ein 
unterschiedliches Verteilungsmuster in Abhängigkeit von Zellart, Gewebetiefe, Lokalisation 
aber auch von Dermatosen oder Tumoren der Haut (Breunig et al. 2010, Kaatz und König 
2010).  Durch  Darstellung  dieses  Verteilungsmusters  lassen  sich  mittels  MPT einzelne 
Zellen,  Hautschichten und die  extrazelluläre  Matrix  veranschaulichen.  Eine  Beurteilung 
von Zell-Zell-Beziehungen, pathologischen Verhornungsmustern ebenso wie der Zellform 
und  -größe  ist  durch  die  MPT  möglich  (Kaatz  und  König  2010).  Überlappende 
Emissionsspektren  erschweren  jedoch  die  Differenzierung  der  einzelnen  beteiligten 
Biomarker (Breunig et al. 2010).
Die  einzelnen  Fluorophore  werden  jeweils  durch  bestimmte  Wellenlängen  besonders 
effizient  angeregt  (Anregungsspektrum),  so  dass  es  durch  die  Wahl  der  Wellenlänge 
möglich ist, einzelne Fluorophore von einander zu unterscheiden (Kaatz und König 2010).
Die wesentlich zur Fluoreszenz beitragenden Moleküle sind die Koenzyme NADH und 
NADPH in  ihren reduzierten  Zustandsformen (Masters et  al.  1997,  1998,  König  2000, 
2008, Kaatz und König 2010). NAD(P)H fluoresziert mit einem Maximum von 440-460 nm 
(blau-grüner  Bereich)  und  bildet  somit  das  Hauptsignal  der  lebenden  Zelle.  Dadurch 
kommt  die  Morphologie  der  einzelnen  Zellen  im  Gewebe  und  sogar  einzelner 
Mitochondrien zur  Darstellung (König 2008,  König et  al.  2009).  Die Konzentration von 
NAD(P)H  ist  in  den  Mitochondrien  am  größten.  Damit  ist  das  Fluorophor  auch  zur 
Bestimmung des Zellmetabolismus hervorragend geeignet. 
Im  Zytoplasma  ist  NAD(P)H  ebenfalls  nachweisbar,  wenn  auch  in  niedrigerer 
Konzentration (Masters et al. 1997, 1998, König 2008, Kaatz und König 2010). Der nicht-
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fluoreszierende Zellkern erscheint dabei als intrazellulärer, dunkler, ovaler Bereich. 
Die Zellgrenzen stellen sich als nicht-fluoreszierende, unscharf begrenzte Linien zwischen 
den Zellen dar (König 2008, König et al. 2009).
In ihrer oxidierten Form als NAD+ und NADP+ sind die Nikotinsäurederivate nicht in der 
Lage im sichtbaren Bereich zu fluoreszieren (Masters et al. 1997, 1998, König 2008, Kaatz 
und König 2010).
Das Pigment Melanin trägt wesentlich zur Fluoreszenz in der Epidermis bei (Teuchner et 
al.  1999,  Kaatz und König 2010).  Melanin ist  keine homogene Substanz,  sondern ein 
Gemisch  verschiedener  roter,  brauner  und  braunschwarzer Pigmente  und  je  nach 
Zusammensetzung  für  die  Farbe  der  Haut,  Augen  und  Haare  zuständig.  In  der 
unbelichteten  Haut  kommt  es  hauptsächlich  innerhalb  der  Melanozyten  der 
Basalzellschicht  vor  (Teuchner  et  al.  1999,  Kaatz  und  König  2010).  Melanin  sticht  im 
Vergleich  zu  anderen  endogenen  Fluorophoren  durch  sein  ungewöhnlich  breites 
Absorptionsspektrum (vom nahen Ultraviolett bis hin zum NIR) mit einem Maximum im 
gelb-roten Spektralbereich hervor (Teuchner et al.  1999, König 2008, Kaatz und König 
2010).
Weitere  endogene  Fluorophore  sind  Flavoproteine  (FAD  -  Flavin  Adenin  Dinukleotid), 
Keratin und metallfreie Porphyrine.
Das  zellformgebende  Keratin  ist  als  Strukturprotein  der  wesentliche  Bestandteil  des 
Stratum corneum sowie das Substrat von Haaren und Nägeln.
Porphyrine stellen die organischen Farbstoffe innerhalb des Hämoglobins dar. Sie zeigen 
eine starke Absorption im Bereich des NIR (Kaatz und König 2010). 
Elastin und Kollagen als extrazelluläre Matrixproteine besitzen ebenfalls fluoreszierende 
Eigenschaften (Kaatz und König 2010).
2.1.4 Second Harmonics Generation (SHG)
Bei der Untersuchung eines Gewebes mittels MPT kann neben der Autofluoreszenz ein 
für die MPT einzigartiger Effekt auftreten, der als 'Frequenzverdopplung' (SHG/ Second 
Harmonics Generation) bezeichnet wird. Dies ist ein nicht-linearer, kohärenter, optischer 
Prozess  bei  dem  intensive,  ultrakurze  Laserpulse  mit  gewissen  asymmetrischen 
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Molekülen  interagieren  und  zur  Emission  von  Licht  mit  exakt  der  halben 
Anregungswellenlänge und der doppelten Energie führen. So emittiert Kollagen, wenn es 
mit 820 nm-Laserpulsen angeregt wird, blaues Licht von 410 nm Wellenlänge (Zoumi et al.  
2002, König 2008, Breunig et al. 2010, Kaatz und König 2010).
In der menschlichen Haut erzeugt speziell  fibrilläres Kollagen SHG (Köhler et al. 2008, 
2010,  Breunig  et  al.  2010).  Elastin  hingegen  ist  nicht  in  der  Lage  zur 
Frequenzverdopplung, evoziert jedoch eine starke Autofluoreszenz. Aufgrund der daraus 
resultierenden  Unterschiede  in  den  Emissionsspektren  lassen  sich  diese  beiden 
extrazellulären Matrixproteine in der MPT gut voneinander unterscheiden (Zoumi et  al. 
2002, Kaatz und König 2010).
2.1.5 Bisherige Untersuchungsergebnisse zum Einsatz der MPT in der Dermatologie
Die MPT ist bisher vor allem in der dermatologischen Forschung eingesetzt wurden, wird 
jedoch auch zunehmend zur Beantwortung von Fragestellungen in der klinischen Praxis 
herangezogen (Breunig et al. 2010). 
Es liegen zahlreiche Arbeiten zur Morphologie und den Eigenschaften der physiologischen 
Haut vor, die insbesondere die Epidermis (Köhler et al. 2010, 2011 (c), Benati et al. 2011)  
und ihre Pigmentierung (Fu et al. 2008, Sugata et al. 2010) charakterisieren. Da mit der 
MPT über  die  Messung  der  Autofluoreszenz  und  der  SHG  auch  das  Fasernetzwerk 
differenziert  betrachtet  werden  kann,  wurde  auch  die  Dermis  intensiv  untersucht  und 
beurteilt (Cicchi et al. 2010, Lutz et al. 2012 (a,b)).
Die Multiphotonenmikroskopie als in vitro Bildgebungsmethode ermöglicht weiterhin die 
Darstellung  von  Hautanhangsgebilden,  wie  z.B.  Haarfollikeln  (Hughes  et  al.  2011, 
Rompolas  et  al.  2012,  Jiang  et  al.  2012).  Nervenendigungen  konnten  ebenfalls  im 
Tierversuch dargestellt werden (Yuryev et al. 2012).
Ein weiteres Untersuchungsfeld waren die Transportvorgänge in der Haut zur Beurteilung 
der Penetrationsrouten und -kinetiken von lokal wirksamen Substanzen oder Kosmetika. 
Durch die zunehmende Verbreitung von Nanopartikeln in der Industrie und der Medizin 
wurde  auch  das  Eindringverhalten  dieser  Partikel  evaluiert,  um  mögliche 
Schädigungspotenziale beurteilen zu können (König et al. 2006, Zvyagin et al. 2008, Bazin 
et al. 2010, Park et al. 2010, Darvin et al. 2012, Lademann et al. 2012, Labouta et al.  
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2012, Seto et al. 2012, El Madani et al. 2012).
Ebenso  wurden  die  biomechanischen,  insbesondere  elastischen  Eigenschaften  der 
einzelnen Hautschichten untersucht (Liang et al. 2011). 
Li et al. und Celli et al. erforschten darüber hinaus die Mechanismen der Immunantwort. 
Während  sich  Li  et  al.  auf  die  Reaktion  der  neutrophilen  Granulozyten  bei  
Hautinflammation  konzentrierten,  konnten  Celli  et  al.  die  Verteilung  der  dendritischen 
Zellen und T-Zellen im Rahmen der akuten und chronischen Abstoßungsreaktion  eines 
Allotransplantates visualisieren (Celli et al. 2011, Li et al. 2012). 
Einen besonderen Schwerpunkt stellte die Diagnostik maligner Hauttumoren dar. Dabei 
zeigte sich vor allem für das maligne Melanom eine gute morphologische Korrelation im 
Vergleich  zur  Routinehistologie,  verbunden  mit  einer  hohen  Spezifität  und  Sensitivität 
(Dimitrow et al. 2009 (a,b)). Aktuelle Untersuchungen zum Basalzellkarzinom (Vogler et al. 
2010, Seidenari et al. 2012, Patalay et al. 2012) und Plattenepithelkarzinom der Haut (De 
Giorgi 2009, Köhler et al. 2011 (b,c)) konnten zudem auch die Eignung der Methode für 
diese Entitäten zeigen. 
Exemplarisch wurden auch entzündliche Hauterkrankungen,  wie die  Psoriasis und das 
Ekzem, ferner auch allergische Reaktionen oder die Auswirkung von Irritantien untersucht 
(König und Riemann 2003, König et al. 2009, Lee et al. 2009, Lu et al. 2009, Breunig et al.  
2012).  Dabei  ließen sich Veränderungen in  der  Epidermisdicke,  Verhornungsstörungen 
aber auch Veränderungen in den Zellabständen als Zeichen einer Spongiose nachweisen. 
Zudem  wurden  auch  blasenbildende  Dermatosen  und  sklerosierende  Erkrankungen 
einschließlich der Narbenbildung beurteilt (Köhler et al. 2008, 2011 (b), Lu et al. 2009,  
Chen et al. 2011, Zhu et al. 2011,  Deka et al. 2013).
Veränderungen  des  dermalen  Fasernetzwerkes  wurden  mit  der  MPT  umfangreich 
untersucht. Die Erkenntnisse aus diesen Untersuchungen flossen in die Beurteilung der 
Hautalterung mit ein. Dies ermöglicht unter anderem die Begutachtung von Anti-Ageing-
Therapien (Köhler et al. 2006, 2008, 2009, 2011 (a), Kaatz et al. 2009, Puschmann et al.  
2012, Vogel 2012). 
Zunehmend wurde die Methode in den letzten Jahren auch mit  anderen bildgebenden 
Verfahren kombiniert,  um die Vorteile zweier Verfahren zu vereinen (König et al.  2009, 
2010, Köhler et al. 2011 (b))
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2.2  Aufbau der Haut und Darstellung in der Multiphotonenlasertomographie
Die menschliche Haut besteht im Wesentlichen aus drei verschiedenen Schichten: der 
Epidermis,  der  Dermis  und  der  Subkutis.  Die  Epidermis  kann  man  darüber  hinaus 
beginnend mit der äußersten Schicht in Stratum corneum, Stratum granulosum, Stratum 
spinosum und Stratum basale unterteilen. Die Dermis ist unterhalb der dermo-epidermalen 
Junktionszone gelegen und besteht hauptsächlich aus den Strukturproteinen Kollagen und 
Elastin. Da die MPT auf eine Eindringtiefe von maximal 200 µm beschränkt ist, kann die 
Subkutis  mit  dieser  Bildgebungsmethode  nicht  dargestellt  werden  und  wird  in  diesem 
Abschnitt nicht weiter betrachtet (Breunig et al. 2010, Vogel 2012).
2.2.1 Epidermis
Die Epidermis besteht zu über 90 Prozent aus Keratinozyten, die sich in der MPT je nach 
Schicht in ihrer Größe und Ausrichtung unterschiedlich darstellen (König 2008).
In der oberflächlichen Hornschicht lassen sich typische, polygonale Korneozyten finden. 
Diese enthalten keinen Zellkern und lassen sich aufgrund der starken Autofluoreszenz gut 
voneinander abgrenzen. Der Ursprung dieses Oberflächensignals ist bislang noch nicht 
eindeutig  identifiziert,  wird  aber  hauptsächlich  auf  die  Autofluoreszenz  des  Keratins 
zurückgeführt, welches das maßgebende Fluorophor der Hornschicht ist. Gleichzeitig lässt 
sich  auch  ein  SHG-Signal  nachweisen,  das  möglicherweise  durch  den  enthaltenen 
Harnstoff hervorgerufen wird (Breunig et al. 2010, Köhler et al. 2011 (b)).
In  der  rund  10  µm  breiten  Granularzellschicht  finden  sich  relativ  große  Zellen  mit 
granuliertem Zytoplasma. Die Granula bestehen aus Kerato-Hyalin, welches ein starkes 
Fluoreszenzsignal  auslöst.  Zellkerne  weisen  typischerweise  nur  eine  äußerst  geringe 
Fluoreszenz  auf  und  treten  deshalb  als  dunkle  Flecken  in  Erscheinung  (König  2008, 
Breunig et al. 2010, Köhler et al. 2011 (b)).
Mit zunehmender Gewebetiefe nimmt der Zelldurchmesser kontinuierlich ab. Dabei muss 
auch berücksichtigt werden, dass die Zellen in tieferen Zelllagen eine eher zylindrische 
Ausrichtung einnehmen (König 2008).
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In  der  Spinalzellschicht  finden  sich  verglichen  mit  den  Zellen  der  Granularzellschicht 
kleinere,  stachlige  Zellen  mit  homogenerem  Zytoplasma.  Die  Fluoreszenz  rührt 
hauptsächlich von den NAD(P)H-beinhaltenden Zellorganellen her. Dadurch können die 
Spinalzellen  bei  Anregungswellenlängen  zwischen  720  nm  und  780  nm  am  besten 
beurteilt werden (König 2008, Breunig et al. 2010, Köhler et al. 2011 (c)).
Die  unterste  epidermale  Zellschicht  ist  die  Basalzellschicht,  die  aus  einem Gitter  aus 
kleinen  (im  Durchschnitt  9  ±  1  µm  großen),  runden,  dicht  gepackten  und  homogen 
fluoreszierenden Basalzellen besteht, wodurch sie an ein Kopfsteinpflaster erinnert. Die 
starke Fluoreszenz in dieser Zellschicht wird durch die basale Pigmentierung verursacht.
Melanin, das dafür verantwortliche Pigment, ist sowohl in den Melanozyten als auch in den 
Keratinozyten,  die  mit  jeweils  einem Melanozyt  über  Dendriten  in  Verbindung  stehen,  
enthalten  (König 2008, Breunig et al.  2010, Köhler et  al.  2011 (c)).  Melanin zeigt  sein 
stärkstes Autofluoreszenzsignal bei Anregungswellenlängen von rund 720 nm (Breunig et 
al. 2010).
Die  Keratinozyten  wandern  im  Rahmen  des  Zellerneuerungsprozesses  im  Normalfall  
innerhalb  eines  Monats  von  der  Proliferationszone  der  Basalzellschicht  zur 
Hautoberfläche.  Dort  werden  sie  durch  Desquamation  abgeschilfert.  Währenddessen 
durchlaufen sie einen Prozess der schrittweisen Differenzierung. Die Balance zwischen 
der  Bildung  neuer  Zellen  und  der  Abscheidung  von  Hornzellen  ist  wichtig  für  die 
Hautarchitektur und -homöostase. Im Bereich einer Psoriasisplaque z.B. ist die Zeit für 
Reproduktion und Migration zur Oberfläche auf nur ca. 4 Tage reduziert (Baba et al. 2005, 
König 2008).
2.2.2 Dermis
Mit  der  MPT können  darüber  hinaus  auch  die  Hauptbestandteile  der  Dermis  sichtbar 
gemacht werden. Da Kollagen zur Generation der SHG in der Lage ist und Elastin ein 
Anregungsmaximum  im  blau-grünen  Spektralbereich  hat,  können  beide  Komponenten 
idealerweise mit  800-820 nm angeregt werden (Zoumi et  al.  2004, Köhler et  al.  2006,  
2009,  2010,  König  et  al.  2008,  Kaatz  und  König  2010).  Die  Emission  bei  halber  
Anregungswellenlänge ist fast ausschließlich auf die Kollagen-SHG zurückzuführen. Zwar 
ist Kollagen auch in der Lage, eine schwache Autofluoreszenz auszustrahlen, jedoch spielt  
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diese im Emmissionsspektrum im Vergleich zur Elastin-AF nur eine untergeordnete Rolle 
(Zoumi et al. 2002, 2004, Breunig et al. 2010).
2.3  UV-Strahlung
2.3.1 Sonnenstrahlung und Globalstrahlung
Das Sonnenlicht besteht aus einem breiten Spektrum elektromagnetischer Strahlung.
Ein Teil dieses Spektrums wird als optische Strahlung bezeichnet. Diese wird untergliedert 
in ultraviolettes (200-400 nm), sichtbares (400-700 nm) und infrarotes (>700 nm) Licht 
(Matsumura und Ananthaswamy 2004, Braun-Falco et al. 2005 (a), Cadet et al. 2015).
Die UV-Strahlung wird in UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) und UVC (200-280 nm) 
eingeteilt. Jeder dieser Anteile kann spezifische biologische Effekte auslösen (Matsumura 
und Ananthaswamy 2004, Braun-Falco et al. 2005 (a), Singh et al. 2014).
Die  Globalstrahlung  bezeichnet  die  Sonnenstrahlung,  welche  auf  die  Erdoberfläche 
gelangt (Pourzand und Tyrrell 1999, Braun-Falco et al. 2005 (a)). Wellenlängen unter 280 
nm  erreichen  die  Erdoberfläche  nicht,  da  sie  effektiv  durch  die  Ozonschicht  der 
Stratosphäre herausgefiltert werden (Matsumura und Ananthaswamy 2004, Braun-Falco et 
al. 2005 (a,c), Singh et al. 2014).
UVC  wird  deshalb  vollständig  in  der  Atmosphäre  herausgefiltert,  hat  somit  keinen 
biologischen Einfluss auf  die Haut und wird daher nicht weiter  betrachtet (Soter 1995, 
Matsumura und Ananthaswamy 2004, Braun-Falco et al. 2005 (a,c)).
2.3.2 Strahlungswechselwirkungen in biologischem Gewebe
Wenn  optische  Strahlung  auf  ein  Gewebe  trifft,  so  führt  dies  zu  einer  Vielzahl  von 
Wechselwirkungen. An optischen Grenzflächen werden Strahlen gebeugt oder reflektiert 
sowie an korpuskulären Elementen gestreut (Braun-Falco et al. 2005 (b)).
Längerwellige Strahlung wird im Gewebe weniger gestreut und kann somit tiefer in das 
Gewebe eindringen (Gilchrest et al. 1983, Braun-Falco et al. 2005 (b)).
Daraus lässt sich schlussfolgern, dass UVA tiefer in die Haut eindringt und sich somit auch 
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Effekte in der Dermis nachweisen lassen. UVB dringt dagegen nur in die Epidermis und 
die  oberen  Dermisanteile  ein.  Somit  sind  biologische  Wechselwirkungen  auch  nur  in 
diesen Schichten zu  erwarten (Gilchrest  et  al.  1983,  Pearse et  al.  1987,  Soter  1995, 
Kadekaro et al. 2003, Braun-Falco et al. 2005 (b)).
2.3.2.1 UVB
Die  kurzwellige  UVB-Strahlung  ist  der  Teil  der  Globalstrahlung,  der  biologisch  am 
stärksten wirksam ist. Sie ist energiereicher und mutagener als UVA.
UVB-Strahlen werden von der DNS absorbiert und führen somit zu einer direkten DNS-
Schädigung.  Hierbei  kommt  es zur  Ausbildung  von  charakteristischen  DNS-
Veränderungen. Diese umfassen Cyclobutan-Dipyrimidin-Dimere, (6-4)-Photoprodukte und 
Dewar-Isomere (Freeman et al. 1989, Bataille et al 2000, Kadekaro et al. 2003, Braun-
Falco et al. 2005 (c), Cadet et al. 2015).
Es  besteht  eine  große  Evidenz,  dass  eine  ausgedehnte  UVB-Exposition  einer  der 
Hauptrisikofaktoren  für  die  Entstehung  von  NMSC  (Non-melanoma  skin  cancer) 
insbesondere  dem Plattenepitelkarzinom und  seiner  Vorstufen  ist.  Diese  Beobachtung 
wurde sowohl am Mausmodell als auch am Menschen gemacht.  UVB wird deshalb als 
echtes  Kanzerogen  eingeordnet  und  damit  auf  die  gleiche  Stufe  wie  etwa 
Röntgenstrahlung gestellt. (Wulf  et  al.  1994,  Braun-Falco et al.  2005 (c),  Archier et  al 
2012, Cadet et al. 2015).
2.3.2.2 UVA
Um ein Erythem hervorzurufen, wird eine 1000-fach höhere UVA-Dosis im Vergleich zu 
UVB benötigt. Da jedoch die wirksamen UVA-Dosen, die die Erdoberfläche erreichen, die 
von UVB ebenfalls um den Faktor 100-1000 übertreffen, sind auch durch UVA-Strahlung 
biologische Effekte zu erwarten (Pearse et al. 1987, Soter 1995).
UVA dringt tiefer in die Haut ein als UVB und kann somit auch zu Schädigungen in der 
Dermis beitragen.  Gleichzeitig ließen sich auch epidermale Veränderungen nach UVA-
Exposition nachweisen (Gilchrest et al. 1983, Pearse et al. 1987).
Durch UVA werden insbesondere  indirekte DNS-Schäden hervorgerufen. UVA trägt zur 
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Bildung reaktiver Sauerstoffspezies bei, die zu Einzelstrangbrüchen der DNS sowie DNS-
Protein-Quervernetzungen (Crosslinks)  führen können (Gange und Rosen 1986,  Kvam 
und Tyrrell 1997, Bataille et al. 2000, Kadekaro et al. 2003, Cadet et al. 2015).
Unter  wiederholter  UVA-Bestrahlung  der  Haut  werden  gesteigerte  Glykosaminoglykan-
level, Schäden am elastischen Fasernetzwerk und eine dermale Hypertrophie beobachtet. 
Diese Prozesse führen zu einer vorzeitigen Hautalterung, außerdem verstärken sie die 
Schädigung durch UVB (Pearse et al. 1987).
2.4  UV-bedingte Hautveränderungen
Das UV-Licht der Sonne greift in die Homöostase der Haut ein. Es beeinflusst Überleben,  
Proliferation  und  Differenzierung  der  verschiedenen  Zelltypen  und  führt  dadurch  zu 
vielfältigen  physiologischen  und  pathologischen  Veränderungen  (Pourzand  und  Tyrrell  
1999, Kadekaro et al. 2003).
2.4.1 Akute Veränderungen
Die akuten Auswirkungen ultravioletter  Strahlung auf  die  Haut  umfassen:  eine  Rötung 
(Erythementstehung), Schwellung, vermehrte Pigmentierung, Spongiose sowie eine lokale 
oder  systemische  Immunsuppression.  Gleichzeitig  ist  UV-Strahlung  am  Vitamin-D-
Stoffwechsel beteiligt  (Gilchrest et al. 1982, Young 1987, Soter 1990, Brash et al. 1996, 
Pourzand  und  Tyrell  1999,  Lee  et  al.  2002,  Kadekaro  et  al.  2003, Matsumura  und 
Ananthaswamy 2004, Braun-Falco et al. 2005 (d), Gambichler et al. 2005).
Vitamin D und seine  Metaboliten  sind  wesentlich an der  Knochenentwicklung und am 
Skelettwachstum  beteiligt.  Außerdem  hat  Vitamin  D  wahrscheinlich  einen  protektiven 
Effekt auf die Entstehung von Kolonkarzinomen (Holick 1981, Kadekaro et al. 2003).
Alle anderen Effekte sind Ausdruck einer Schädigung der Haut durch UV-Strahlung bzw. 
protektive  Reaktionen der  Haut  auf  die  UV-Exposition.  Die  individuellen  Rötungs-  und 
Bräunungsantworten der Haut sind dabei weitestgehend genetisch festgelegt (Valverde et  
al. 1995, Lee et al. 2002, Matsumura und Ananthaswamy 2004).
18
All diese genannten klinischen und histologischen Veränderungen sind nur vorübergehend 
nachweisbar. Bleibt eine weitere UV-Exposition aus, so kehrt die Haut innerhalb von 1-2 
Wochen wieder in ihren Ausgangszustand zurück (Matsumura und Ananthaswamy 2004).
2.4.1.1 Erythem und Sonnenbrand
Auf  molekularer  Ebene verursacht  UV-Strahlung  DNS-Schäden,  da  DNS das Licht  im 
Bereich von 245-290 nm absorbiert.  Dazu gehören die bereits o.g. Cyclobutan-Pyrimidin 
Dimere und (6-4)-Photoprodukte. Diese werden jedoch überwiegend durch das Nucleotide 
Excision  Repair-Enzym  (NER)  erkannt  und  behoben  (Tornaletti  und  Pfeifer  1996, 
Ananthaswamy 1997, Matsumura und Ananthaswamy 2004).
Werden  diese  DNS-Läsionen  jedoch  nicht  repariert  und  bleibt  die  Zelle  lebens-  und 
teilungsfähig,  können  diese  Veränderungen  im Rahmen einer  Mutation  weitergegeben 
werden (Tessman et al. 1992, Matsumura und Ananthaswamy 2004).
Klinisch stellt  sich die  Schädigung der  Haut  durch UV-Strahlung durch die  Ausbildung 
eines Erythems (Sonnenbrand °I) dar, das bei weiterer Exposition mit einer Blasenbildung 
einhergehen  kann.  Weitere  klinische  Merkmale  des  Erythems  sind  Überwärmung, 
Anschwellen, Schmerz und Juckreiz der Haut. Die Überwärmung der Haut kommt durch 
einen  vermehrten  Blutfluss  und  durch  die  Freisetzung  von  Entzündungsmediatoren 
zustande.  Das Anschwellen der  Haut  entsteht  durch die erhöhte Vasopermeabilität  mit 
Exsudation von Plasma und Zellen. Der Schmerz und der Juckreiz sind die Auswirkungen 
der chemischen Mediatoren auf die Nervenendigungen (Soter 1995).
Das Erythem entsteht nicht unmittelbar nach UV-Exposition, sondern setzt erst verzögert 
ein.  Es  beginnt  3-5  Stunden  nach  der  Bestrahlung,  zeigt  ein  Maximum  nach  12-24 
Stunden und verblasst innerhalb von 72 Stunden.
Das Maß für die individuelle Lichtempfindlichkeit stellt die MED (minimale Erythemdosis) 
dar. Die MED entspricht der geringstmöglichen Bestrahlungsdosis, die nötig ist, um ein 
Erythem hervorzurufen. Die individuelle Lichtempfindlichkeit ist abhängig vom genetisch 
festgelegten Hauttyp und kann interindividuell erheblich variieren.
Es  finden  sich  ebenfalls  auch  intraindividuelle  Unterschiede  in  Abhängigkeit  von  der 
Körperregion. So ist z.B. die MED an den häufiger sonnenlichtexponierten Extremitäten 
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etwas höher als an bedeckten Stellen wie dem Körperstamm oder dem Gesäß. Diese 
Abweichungen  scheinen  aber  unter  anderem  auch  auf  den  Unterschieden  in  der 
Hornschichtdicke dieser Regionen zu beruhen (Braun-Falco et al. 2005 (c)).
Ferner zeigt  die Erythembildung eine Altersabhängigkeit.  So ist  bei Individuen höheren 
Alters nach 24 Stunden das Erythem weniger intensiv ausgeprägt und zeigt insgesamt 
einen verzögerten Verlauf (Braun-Falco et al. 2005 (c), Wright und Weller 2015).
Histologisch  stellen  sich  diese  klinisch  als  Erythem und  Sonnenbrand  imponierenden, 
akuten Veränderungen nach UVB-Bestrahlung vorwiegend in der Epidermis dar (Braun-
Falco et al. 2005 (c)).
Diese beinhalten in Abhängigkeit von der Dauer und Intensität der Exposition zunehmend 
dyskeratotische  und  vakuolisierte  Keratinozyten  (Sonnenbrandzellen),  während  die 
Langerhanszellen verschwinden (Gilchrest et al. 1981).
So  treten  teilweise  bereits  30  min  nach  erythematogener  Bestrahlung  der  Haut 
Sonnenbrandzellen auf (Gilchrest et al. 1981, Braun-Falco et al. 2005 (c)). 
Diese  dyskeratotischen  Zellen,  auch  'Spiegeleizellen'  genannt,  entstehen  durch  den 
programmierten Zelltod, die Apoptose. Diese ist morphologisch gekennzeichnet durch eine 
Schrumpfung und Verdichtung des Zellkernes sowie einem in der HE-Färbung intensiv 
eosinophilen Zytoplasma (Lu et al. 1999, Kulms und Schwarz 2000, Braun-Falco et al.  
2005  (c)).  Wie  ausgeprägt  die  apoptotischen  Zellen  auftreten,  ist  abhängig  von  der 
Einstrahlungsdosis des UVB-Lichtes sowie der vergangenen Zeit zwischen Bestrahlung 
und Messung (Okamoto et al. 1999).
Die UV-induzierte Apoptose an sich scheint einen Schutzmechanismus des Körpers zu 
repräsentieren, der schwer geschädigte Zellen davor bewahren soll, ihre Mutationen an 
Tochterzellen weiterzugeben, um der Gefahr einer malignen Transformation vorzubeugen. 
Die UV-induzierte Apoptose ist somit essentiell um die genomische Stabilität zu wahren. In  
diesem Prozess spielt das Tumorsuppressorgen p53 eine entscheidende Rolle (Pourzand 
und Tyrrell 1999, Kulms und Schwarz 2000, Matsumura und Ananthaswamy 2002, 2004, 
Braun-Falco et al. 2005 (c)).
Je höher die eingestrahlte überschwellige Dosis ist, umso intensiver und früher bildet sich 
ein Erythem aus. Ab der dreifachen MED bildet sich ein Ödem der Haut aus und ca. ab der 
sechs-  bis  achtfachen  MED  findet  zusätzlich  eine  Blasenbildung  statt.  Durch 
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Vakuolisierung  der  Basalzellen,  dem  Auftreten  von  zahlreichen  dyskeratotischen 
Keratinozyten (Sonnenbrandzellen) und einem subepidermalen Ödem wird die Epidermis 
in ihrer Kontinuität gestört und Blasen entstehen (Braun-Falco et al. 2005 (c)).
Diese  Veränderungen  klassifizieren  eine  Dermatitis  solaris  (Sonnenbrand),  die  eine 
„physikalisch durch elektromagnetische Strahlung ausgelöste, toxische Dermatitis“ ist.  Die 
Dermatitis  solaris  wird  ähnlich der  Verbrennung in  drei  Grade eingeteilt.  Das Erythem 
gepaart  mit  Pruritus  und  Brennen klassifizieren die  Dermatitis  solaris  °I.  Ab einem °II 
kommt es  zusätzlich  zu  einer  Blasenbildung.  Bei  einer  Dermatitis  solaris  °III  tritt  eine 
weitestgehende  Zerstörung  der  Epidermis  auf  mit  flächiger  Ablösung  der  Haut  und 
oberflächlicher Nekrose der Dermis (Braun-Falco et al. 2005 (d)).
Die Dermatitis solaris ist eine obligate Reaktion der Haut auf überschwellige Dosen von 
Sonnenlicht  und  hängt  direkt  mit  dem  genetisch  determinierten  Hauttyp,  dem 
Ausprägungsgrad  adaptiver  Mechanismen  (wie  der  Fähigkeit  zur  Pigmentierung  und 
Dickenzunahme der Epidermis) und mit den jeweiligen Umweltfaktoren zusammen. Die 
Umweltfaktoren umfassen die aktuelle Jahreszeit, den Bewölkungsgrad, die Tageszeit, die 
Höhenlage und die Dauer der Lichtexposition (Soter 1995, Braun-Falco et al. 2005 (d)).
2.4.1.2 Schutzmechanismen der Haut
Die menschliche Haut reagiert  auf  den Reiz der UV-Strahlung mit  einer Zunahme des 
Bräunungsgrades  (Pigmentierung)  und  der  Epidermisdicke  (Lichtschwiele).  Diese 
Veränderungen sind die adaptive Reaktion der Haut auf die UV-Strahlung und sollen sie  
vor weiterer Schädigung schützen (Epstein et al. 1970, Matsumura und Ananthaswamy 
2004).
2.4.1.2.1 Lichtschwiele
Miescher beschrieb schon 1930 erstmals den Prozess, bei dem es nach wiederholten UV-
Expositionen  zu  einer  Verdickung  der  Hornschicht  kam.  Er  fand  heraus,  dass  diese 
Verdickung  zu  einer  merklichen  Schutzwirkung  gegenüber  der  erythemwirksamen 
Strahlung führte und benannte diese lichtinduzierte Hornhautverdickung als Lichtschwiele 
(Miescher 1930).
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Histologisch  lassen  sich  in  der  Epidermis  eine  Hyperkeratose  mit  begleitender 
Parakeratose  und  eine  Akanthose  nachweisen.  Diese  Veränderungen  wurden  bereits 
intensiv durch histologische Studien untersucht (Pearse et al. 1987, Soter 1990, Linse und 
Richard 1990, Hruza und Pentland 1993, Lavker et al. 1995, Lavker und Kaidbey 1997, 
Gambichler et al. 2005 (a,b)).
Nach  einer  akuten  UV-Exposition  kommt  es  zu  einer  UV-induzierten  Hyperplasie  als 
Resultat einer gesteigerten epidermalen und basalen mitotischen Aktivität für ca. 24-48 h.  
Dies führt auch zu einer begleitenden Parakeratose (Epstein et al. 1970, Lee et al. 2002,  
Matsumura und Ananthaswamy 2004, Baba et al. 2005).
Die  Lichtschwiele  wird  hauptsächlich  durch  UVB-Strahlung  hervorgerufen,  wohingegen 
UVA1 nur zu einer leichten epidermalen Dickenzunahme führt (Gambichler et al. 2005 (a)).
Auch  die  Dermis  nimmt  in  ihrer  Dicke  zu,  vor  allem  durch  ein  interzelluläres  und 
perivaskuläres Ödem mit gleichzeitigem Entzündungszellinfiltrat.
Die Lichtschwiele nach Miescher ist einer der wichtigsten photoadaptiven Mechanismen 
unserer  Haut  (Pearse  et  al.  1987,  Soter  1990,  Linse  und  Richard  1990,  Hruza  und 
Pentland 1993, Lavker et al. 1995, Lavker und Kaidbey 1997, Gambichler et al. 2005 (a)). 
Man schätzt ihre maximale Schutzwirkung auf den Faktor 4-5 (Braun-Falco et al.  2005 
(c)).
2.4.1.2.2 Bräunung
Eine weitere Reaktion der Haut auf eine UV-Bestrahlung ist die Bräunung. Diese verläuft  
biphasisch und umfasst die Sofortpigmentierung (immediate pigment darkening) und die 
Spätpigmentierung (delayed pigment darkening) (Pathak 1976, McGregor und Hawk 1999, 
Matsumura und Ananthaswamy 2004).
Die Sofortpigmentierung tritt unmittelbar, innerhalb von Minuten nach der UV-Bestrahlung 
auf  und  wird  überwiegend  durch  UVA-Strahlung  induziert.  Sie  beruht  auf  der 
Photooxidation und der Neuverteilung des sich bereits in der Haut befindenden Melanins 
(Kadekaro et al. 2003).
Es wird vermutet, dass die Sofortpigmentierung einen Zellkernschutz darstellt, indem sich 
das Melanin wie ein Schirm um den Zellkern (nuclear caps) legt (Pathak 1976, McGregor 
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und Hawk 1999, Matsumura und Ananthaswamy 2004, Tadokoro et al. 2005).
Die Schutzwirkung der Sofortpigmentierung in Hinsicht auf das UVB-Erythem ist jedoch 
verschwindend gering (Braun-Falco et al. 2005 (c)).
Die Spätpigmentierung, welche erst nach mehreren (ca. zwei bis drei) Tagen sichtbar wird, 
ist ein Resultat sowohl der UVB- als auch der UVA-Bestrahlung (Soter 1995, Matsumura 
und Ananthaswamy 2004, Tadokoro et al. 2005).
Die  Spätpigmentierung  nach  UVB-Bestrahlung  ist  mit  einem  Anstieg  der  Anzahl  und 
Aktivität der Melanozyten assoziiert. Weiterhin wird bei diesem Prozess die Melanogenese 
stimuliert. Die Dendriten der Melanozyten sprießen aus und die Melanosomen-Synthese 
und deren Transport ist gesteigert (Pathak 1976, McGregor und Hawk 1999, Kadekaro et 
al. 2003, Matsumura und Ananthaswamy 2004).
Das  vermehrt  gebildete  Melanin  wird  durch  die  Dendriten  an  die  umgebenden 
Keratinozyten weitergegeben, was einen erheblichen Zuwachs der Melaningranula in der 
gesamten  Epidermis  zur  Folge  hat  (Fitzpatrick  1986,  Matsumura  und  Ananthaswamy 
2004).
Einzelbestrahlungen  steigern  ausschließlich  die  Aktivität  der  Melanozyten,  während 
mehrere  aufeinander  folgende  Bestrahlungen  auch  zu  einer  Zellzahlsteigerung  führen 
(Pathak 1976, McGregor und Hawk 1999, Matsumura und Ananthaswamy 2004).
Stierner  et  al.  schlussfolgerten  aufgrund  ihrer  Testergebnisse,  dass  die  Melanozyten-
proliferation erst ab ca. einer Woche chronischer UV-Exposition beginnt (Stierner et al. 
1989).
Die Bräunung wird als ein signifikanter Lichtschutzmechanismus der menschlichen Haut 
erachtet. Der Lichtschutz durch die Bräunung  wird durch die Filterwirkung des Melanin 
verursacht, das als physikalische Barriere wirkt und die einfallende UV-Strahlen streut. 
Dies reduziert die Eindringtiefe der UV-Strahlen durch die Epidermisschichten (Kadekaro 
et al. 2005, Braun-Falco et al. 2005 (c)).
Des Weiteren baut Melanin auch reaktive Sauerstoffspezies ab, die zu oxidativen DNS-
Schäden führen können (Braun-Falco et al. 2005 (c)).
Jedoch  macht  der  Lichtschutz  durch  Pigmentierung  laut  Bech-Thomsen  und  Wulf  im 
Vergleich zur Lichtschwiele nur ca. 10 % des Lichtschutzes aus (Bech-Thomsen und Wulf  
1996).  Bei  hellhäutigen  Individuen  stellt  die  Lichtschwiele  demnach  den 
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Hauptmechanismus des Lichtschutzes dar,  wohingegen bei dunkelhäutigen Rassen die 
Basispigmentierung die wesentliche Grundlage des Lichtschutzes bildet (Soter 1995).
Die  durch  UVA-Licht  erzeugte  Bräunung,  etwa  durch  regelmäßige  Solarienbenutzung, 
schützt die Haut laut Gilchrest et al. sehr viel weniger als die durch UVB-Licht erzeugte. 
Da es durch die wiederholte UVA-Bestrahlung lediglich zu einer Melanisierung der basalen 
Epidermisschichten kommt, werden die suprabasal befindlichen Keratinozyten durch diese 
Art der Melanisierung nur geringfügig geschützt (Gilchrest et al. 1982, Braun-Falco et al.  
2005 (c)).
Der entstandene Lichtschutz durch die Bräunung hält nach Beendigung der UV-Exposition 
für ca.  vier  Wochen an  und entspricht  dem Zellerneuerungszyklus der  Epidermis.  Das 
vermehrt gebildete Melanin der Basalzellschicht wandert dabei im Laufe der 4 Wochen bis 
zur Hautoberfläche und wird danach durch Abschuppung der Hornschicht entfernt (Levine 
1993, Tadokoro et al. 2005).
2.4.1.3 Immunsuppression
Eine  Exposition  der  Haut  durch  UVB-Licht  kann  zu  einer  lokalen  Immunsuppression 
führen, was durch  die Rarefizierung bishin zum Verschwinden der Langerhans-Zellen in 
der  Haut  gekennzeichnet  ist.  Darüber  hinaus  kann  sie  auch  zu  einer  systemischen 
Immunsuppression  führen.  Als  Ursache hierfür  vermutet  man die  Freisetzung löslicher 
Mediatoren  wie  IL-1α,  IL-10,  TNFα  und  cis-Urocansäure  aus  der  UVB-bestrahlten 
Epidermis  in  den  Blutkreislauf  (Streilein  und  Tigelaar  1983,  Nishigori  et  al.  1996, 
Matsumura und Ananthaswamy 2004).
2.4.1.4 Vitamin-D-Synthese
Neben  den  schädigenden  Auswirkungen  des  UV-Lichtes  auf  die  Haut,  werden  auch 
positive  Effekte  ausgelöst.  So  stimuliert  UVB  durch  Photolyse  die  Umwandlung  von 
Provitamin  D3  (17-Dehydrocholesterol)  in  das  Prävitamin  D3,  welches  sich  durch 
spontane Isomerisierung in Vitamin D3 umlagert. Vitamin D3 ist ein notwendiges Vitamin 
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für den Knochenstoffwechsel (Braun-Falco et al. 2005 (c)). Allein die Bestrahlung kleinerer 
Hautflächen,  wie  z.B.  der  Unterarme,  des  Gesichtes  oder  der  Handrücken,  ein-  bis 
zweimal pro Woche mit einer Dosis von ca. 1 MED genügt, um die Vitamin-D-Synthese 
effektiv zu stimulieren (Braun-Falco et al. 2005 (c)).
2.4.2 Chronische Veränderungen
Die Langzeitauswirkungen von UV-Strahlung beinhalten das Photoageing (Kadekaro et al.  
2003), die Immunsuppression (Marks 1992, Griffiths 1992) und die Photokarzinogenese 
(Matsumura und Ananthaswamy 2004).
2.4.2.1 Photoageing
Chronische Sonnenlichtexposition der Haut  verursacht  eine graduelle Verschlechterung 
der Hautstruktur und -funktion (Marks und Edwards 1992, Kochevar 1995, Matsumura und 
Ananthaswamy 2004).
Die  klinischen  Merkmale  der  lichtbedingten  Hautalterung  sind  u.a.  Trockenheit, 
Vergröberung  des  Hautbildes,  Unregelmäßigkeiten  in  der  Pigmentierung  (Epheliden, 
aktinische Lentigines, persistierende Hyper- oder Hypopigmentierungen), die Bildung von 
feinen  und  groben  Falten,  Elastose,  Purpura,  Teleangiektasien  und  flachen 
seborrhoischen Keratosen (Griffiths 1992, Kochevar 1995, Matsumura und Ananthaswamy 
2004, Lin et al. 2005).
Diese Merkmale  werden überwiegend bei  hellhäutigen Menschen,  die  in  ihrem Leben 
häufig der Sonne ausgesetzt waren, beobachtet und sind meist auf Gesicht, Nacken und 
den Streckseiten der oberen Extremität zu finden (Matsumura und Ananthaswamy 2004).
Histologisch imponiert das Photoageing vor allem durch eine solare Elastose sowie durch 
den Abbau dermalen Kollagens (Kadekaro et al. 2003).
Der Anteil an Kollagen I, welches 70-90 % der dermalen extrazellulären Matrix ausmacht,  
nimmt  pro Jahr um ca. 1 % ab. Dieser Verlust an Kollagengehalt lässt sich hauptsächlich 
auf die UV-induzierte Bildung von Matrix-Metalloproteasen (MMPs) zurückführen, welche 
das  dermale  Kollagen  aufschließen  und  somit  zu  einer  Abnahme  der  dermalen 
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Mikrofibrillen führen (Fischer et al. 1999, Schürer 2003, Köhler et al. 2006, Kaatz et al.  
2010).
UV-Strahlung greift darüber hinaus auch direkt in die Synthese des dermalen Elastins ein 
und führt somit initial zu einer zusätzlichen Ablagerung von mikrofibrillären Elastinfasern in 
der oberflächlichen Dermis. Im weiteren Verlauf führt dies zu einer unorganisierten Masse 
von verkürztem, funktionslosem, elastotischem Material (Chen et al. 1986, Griffiths 1992, 
Lavker et  al.  1995, Sellheyer 2003, Schürer 2003, Lin et al.  2005, Köhler et  al.  2006,  
2009).
Diesen Zuwachs an elastotischem Material, der aufgrund einer chronischen UV-Exposition 
entstanden ist, bezeichnet man als solare Elastose (Kligman 1986, Bhawan et al. 1995, 
Sellheyer 2003, Kaatz et al. 2010, Köhler et al. 2010, Baillie et al. 2011).
All  diese  Veränderungen  sind  zwar  überwiegend  Folge  der  kumulativen 
Sonnenlichtexposition  der  Haut,  können  jedoch  durch  Nikotinabusus  und  schädigende 
Umwelteinflüsse vorzeitig auftreten bzw. verstärkt werden (Chen et al. 1986, Lahmann et 
al. 2001, Sellheyer 2003, Köhler et al. 2006, 2009).
Obwohl UVA weniger energiereich als UVB ist,  hat es durch seine größere Eindringtiefe 
einen  nachhaltigen  Einfluss  auf  die  Hautalterung (Kochevar  1995,  Matsumura  und 
Ananthaswamy 2004).
Menschliche Haut, die für einen Monat täglich suberythematogenen Dosen von reinem 
UVA ausgesetzt  war,  zeigte  eine  epidermale  Hyperplasie,  eine  Hornschichtverdickung, 
eine Depletion der Langerhans-Zellen und dermale inflammatorische Infiltrate  mit  einer 
Ablagerung von Lysozymen auf den elastischen Fasern (Gilchrest et al. 1981, Matsumura 
und Ananthaswamy 2004, Köhler et al. 2010).
2.4.2.2 Photokarzinogenese
Die Photokarzinogenese umfasst die Anhäufung genetischer Veränderungen ebenso wie 
die  Modulation  des  Immunsystems,  was  letztendlich  zur  Bildung  von  Hautkrebs  führt  
(Kanjilal und Ananthaswamy 1996, Matsumura und Ananthaswamy 2004).
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2.4.2.2.1 Epitheliale Hauttumoren
Die UV-Strahlung verursacht  Mutationen  der  zellulären  DNS und steigert  die  zelluläre 
Proliferationsrate.  Deshalb  kann  die  UV-Strahlung  ohne  zusätzliche  Initiatoren  oder 
Promotoren Hautkrebs verursachen, was sie zu einem 'vollständigen Karzinogen' macht 
(Matsumura und Ananthaswamy 2004).
Die Karzinogenese durch UV-Strahlung basiert häufig auf einer Inaktivierung von einem 
oder  mehreren  Tumorsuppressorgenen  (besonders  p53-Genmutationen)  oder  einer 
Überaktivierung  von  wachstumsstimulierenden  Protoonkogenen  (Ziegler  et  al.  1994, 
Matsumura und Ananthaswamy 2002, 2004).
Ausgedehnte UVB-Exposition ist somit einer der Hauptrisikofaktoren für die Entwicklung 
von  NMSC,  zu  denen  das  Basalzellkarzinom,  das  Plattenepithelkarzinom  und  deren 
Vorstufe die aktinische Keratose gezählt werden (Griffiths 1992, Wulf et al. 1994, Archier et 
al. 2012).
2.4.2.2.2 Maligne Melanome
Alle  verfügbaren  epidemiologischen  Daten  zeigen  eine  Zunahme  der  Inzidenz  des 
malignen  Melanoms.  Zahlreiche  Studien  weisen  darauf  hin,  dass  Hauttyp  und 
Sonnenexposition die wichtigsten Risikofaktoren darstellen. Daher erscheint es plausibel,  
dass  verändertes  Freizeitverhalten  und  die  Zunahme  der  UV-Bestrahlung  durch 
Vergrößerung des Ozonlochs wesentlich verantwortlich für den Anstieg der Inzidenz sind. 
Allerdings ist die Dosiswirkungsbeziehung für das maligne Melanom weniger eindeutig als 
beim Plattenepithelkarzinom. Vor allem eine wiederholte kurzzeitige starke Exposition in 
Kindheit und Jugend wirkt als Risikofaktor für die Melanomentstehung (Evans et al. 1988, 
Elwood und Jopson 1997,  Marks  2000,  Whiteman et  al.  2001,  Kadekaro  et  al.  2003,  
Matsumura und Ananthaswamy 2004).
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2.5 Beurteilung UV-bedingter Hautveränderungen mittels nicht-invasiver 
Untersuchungsmethoden
Nicht-invasive  Untersuchungsmethoden,  mit  denen  man  die  UV-bedingten 
Hautveränderungen untersuchen kann, stellen einen beträchtlichen Fortschritt im Bereich 
der  Photobiologie  und  allgemeinen  Dermatologie  dar (Gambichler  et  al.  2005  (a)). 
Allerdings  stellt  die  dermatohistologische  Beurteilung  einer  Biopsie  mittels 
Lichtmikroskopie den Goldstandard bei der Untersuchung von Hautveränderungen dar. 
Die  Nachteile  dieses  invasiven  Untersuchungsherganges  sind  jedoch  zum  einen  das 
erforderliche iatrogene Trauma mit den allgemeinen Risiken eines operativen Eingriffes 
inkl.  Narbenbildung,  verlängerter  Blutungszeit  und Wundinfektion.  Zum anderen ist  die 
histologische Aufarbeitung einer Biopsie auch ein Prozess, der sowohl zeitaufwändig ist, 
als  auch  das  zu  untersuchende  Gewebe  durch  Entnahme,  Fixation,  Dehydrierung, 
Einbettung  und  Färbung  irreversibel verändert  und  somit  zu  Artefakten  führen  kann. 
Zudem kann eine Biopsie nicht beliebig oft und niemals an derselben Stelle wiederholt 
werden,  wodurch  eine  longitudinale  Betrachtung  von  Veränderungen  nicht  möglich  ist 
(Kaatz und König 2010, Astner und Ulrich 2010, Liu et al. 2010, Köhler et al. 2011 (b),  
Dalimier und Salomon 2012).
Angesichts  dessen  besteht  großes  Interesse  an  der  Entwicklung  und  Etablierung 
schneller, schmerzfreier und nicht-invasiver Methoden, die eine Untersuchung der Haut in 
vivo erlauben.
Bisher  wurden  verschiedene  akustische  und  optische  Methoden  untersucht,  die 
unterschiedliche Stärken und Schwächen hinsichtlich ihrer Auflösung, Eindringtiefe und 
Praktikabilität aufweisen (Tsai et al. 2009, König et al. 2009, 2010, Kaatz und König 2010,  
Köhler et al. 2011 (b)).
Zu  diesen  Methoden  zählen  der  hochauflösende  Ultraschall,  die 
Magnetresonanztomographie,  die  optische  Kohärenztomographie,  die  konfokale 
Laserscanningmikroskopie  und  die  Multiphotonenlasertomographie  (Kaatz  und  König 
2010).
28
2.5.1 Hochauflösender Ultraschall (HRUS)
Der  hochauflösende  Ultraschall  basiert  auf  der  Emission  von  Ultraschallwellen  der 
Frequenzen zwischen 20 und 150 MHz und der Erfassung der vom Gewebe generierten 
Echos.  Ultraschallbilder  liefern  vertikale  Schnitte  durch  die  Haut  bis  in  eine  Tiefe  von 
einem Zentimeter unter der Hautoberfläche. 
In der Klinik kann der hochauflösende Ultraschall zur Beurteilung der Eindringtiefe und des 
inflammatorischen Potentials von Hauttumoren eingesetzt werden. Weiterhin wird er für 
die Hautdickenmessung genutzt.
Die relativ beschränkte axiale und laterale Auflösung in einer Größenordnung von ca. 50 
µm ist jedoch nicht ausreichend um einzelne Zellen darzustellen. Damit ist das Verfahren 
ungeeignet  um Veränderungen auf  zellulärer Ebene wie z.B.  Einzelzellapoptosen,  eine 
Zunahme der zellulären Pleomorphie oder eine Spongiose darzustellen. Dies ist auch der 
Grund, warum er zum derzeitigen Zeitpunkt nicht zur Evaluation von Hautveränderungen 
nach UV-Bestrahlung eingesetzt wird (Kaatz und König 2010, König et al. 2010, Dalimier 
und Salomon 2012).
2.5.2 Magnetresonanztomographie (MRT)
Die Magnetresonanztomographie  basiert  auf  einem magnetischen Resonanzphänomen 
der Zellkerne. Die Auflösung dieser Untersuchungsmethode liegt bei Größenordnungen 
von  ca.  100  µm.  Dies  ermöglicht  lediglich  die  Beobachtung  architektonischer 
Veränderungen der  Haut.  Eine  Darstellung zellulärer  Veränderungen  gelingt  nicht.  Die 
MRT  findet  deshalb  ebenfalls  keine  Anwendung  bei  der  Untersuchung  akuter, 
lichtbedingter Hautveränderungen, ähnlich dem hochauflösenden Ultraschall (Dalimier und 
Salomon 2012).
2.5.3 Optische Kohärenztomographie (OCT)
Die  optische  Kohärenztomographie  basiert  auf  einer  klassischen  optischen 
Untersuchungsmethode,  der  Niedrig-Kohärenz-Interferometrie.  Hierbei  werden 
Echoverzögerungen  und  die  Intensität  des  an  Gewebestrukturen  zurückgeworfenen 
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Lichtes geringer Kohärenzlänge mit Hilfe eines Interferometers gemessen und mit Licht  
korreliert,  welches  einen  bekannten  Referenzweg  zurückgelegt  hat.  Die  OCT-Bilder 
spiegeln  also  Änderungen  des  Brechungsindex'  im  Gewebe  wider  und  dienen  der 
Entfernungsmessung streuender oder reflektierender Materialien (Gambichler et al. 2005 
(c), 2006, König et al. 2009).
Die Interferogramme (optische Kreuzkorrelation) aus beiden Armen ergeben ein lineares 
Muster,  das  die  Stärke  lichtreflektierender  Strukturen  und  deren  relative  optische 
Wegstrecke  als  axiales  Tiefenprofil  abbildet.  Dieses  wird  auch  als  A-Scan  (amplitude-
mode scan) bezeichnet. In den eindimensionalen Rasterverfahren wird der Strahl danach 
transversal  in  einer  oder  zwei  Richtungen  weitergeführt,  womit  sich  ein  flächiges 
Tomogramm (auch B-Scan (brightness-mode scan) oder ein dreidimensionales Volumen 
(c-mode scan) aufzeichnen lässt.  (Gambichler et al. 2005 (a,c))
Die  OCT  ermöglicht  somit  eine  nicht-invasive,  hochauflösende,  zwei-  oder 
dreidimensionale Querschnittsbildgebung der mikrostrukturellen Morphologie biologischer 
Gewebe in situ ohne dafür einen direkten Kontakt zum Gewebe zu benötigen (Gambichler 
et al. 2005 (c), 2006).
Mittels konventioneller  OCT, die eine laterale Auflösung von 10-15 µm aufweist,  ist  es 
möglich, die Hornschicht der haarlosen Haut (palmoplantar), die Epidermis und die obere 
Dermis  zu  identifizieren.  Ebenso  können  Hautanhangsgebilde  (wie  Haarfollikel  und 
Schweißdrüsen)  und  Blutgefäße  bis  zu  einer  Tiefe  von  ca.  1  mm dargestellt  werden 
(Gambichler et al. 2005 (a,c), 2006, König et al. 2009). 
Aus  den  genannten  Gründen  wird  die  OCT  zur  Epidermisdickenmessung, 
Tumordickenmessung,  zur  Untersuchung  von  Nagelerkrankungen  und  Analyse  des 
dermo-epidermalen Überganges genutzt (Dalimier und Salomon 2012).
Sie  fand  bereits  Anwendung  innerhalb  von  Studien  zur  Diagnostik  von 
Basalzellkarzinomen (Wahrlich et al. 2015), aktinischen Keratosen (Boone et al. 2015) und 
in der Evaluation UV-bedingter Hautschäden (Gambichler et al. 2005 (a), 2006, Liu et al.  
2010). Weiterhin findet sie routinemäßig Einsatz in der Ophthalmologie.
Die OCT ist jedoch nicht in der Lage, extrazelluläre Matrixstrukturen, einzelne Zellen oder 
intrazelluläre  Kompartimente  darzustellen.  Auch  ist  eine  eindeutige  Differenzierung 
zwischen  den  verschiedenen  Epidermisschichten  nicht  möglich.  Mit  der  OCT  ist  das 
Stratum corneum lediglich an der palmoplantaren Haut erkennbar, was den Einsatz in der 
Untersuchung der UV-bedingten Hautveränderungen begrenzt (Gambichler et al. 2005 (c), 
König 2008, König et al. 2009). 
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2.5.4 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)
Die  konfokale  Laser-Scanning-Mikroskopie  ist  eine  Bildgebungstechnik,  die  die 
Darstellung von Hautstrukturen in  virtuellen,  horizontalen  Schichtaufnahmen ermöglicht 
(Astner und Ulrich 2010, Kӧhler et al. 2011 (b)).
Sie  basiert  auf  dem  Prinzip  der  Reflektanz,  d.  h.  der  Visualisierung  von  einzelnen 
zurückgestreuten und reflektierten Photonen aus dem zu untersuchenden Material.  Die 
unterschiedlichen  Brechungsindizes  der  einzelnen  Zellstrukturen  und  Hautschichten 
führen zu  abgestuften  Reflexionsmustern,  die  wiederum zur  Darstellung der  einzelnen 
Abschnitte in verschiedenen Graustufen dienen (Gambichler et al. 2006, Astner und Ulrich 
2010, Kӧhler et al. 2011 (b)).
Bei der CLSM wird eine Punktlichtquelle Punkt für Punkt über die Probe gescannt. Durch 
Verwendung einer Photomultiplier-Röhre (PMT), der eine sehr kleine Apertur vorangestellt 
ist,  wird  reflektiertes  Licht  jenseits  der  fokalen  Ebene  herausgefiltert.  Somit  werden 
verschwommene  Bilder  vermieden  (Astner  und  Ulrich  2010,  Kӧhler  et  al.  2011  (b), 
Dalimier und Salomon 2012).
Bei  der CLSM kann eine hohe laterale Auflösung im Bereich von 0,5-1 µm (zellulärer 
Bereich), eine axiale Auflösung von 3-5 µm und ein relativ hoher Kontrast erreicht werden 
(Gambichler et al. 2006, Astner und Ulrich 2010).   
Die Eindringtiefe  der  CLSM ist  auf  ca.  200 µm begrenzt.  Grund dafür  ist  die  multiple 
Streuung, die Notwendigkeit von Ortsfiltern für die konfokale Detektion und die Tatsache, 
dass  die  Sensoren  nur  Veränderungen  des  innergeweblichen  und  intrazellulären 
Brechungsindex' ermitteln. Daher beschränkt sich die Darstellung auf die Epidermis und 
obere Dermis (Gambichler et al. 2004, Kӧnig 2008, Astner und Ulrich 2010).
Zur  Gewebeuntersuchung  stehen  zwei  Modi  mit  unterschiedlichen  Eigenschaften  zur 
Verfügung.  Im  Reflexionsmodus  wird  das  Licht  erfasst,  welches  direkt  vom  Gewebe 
zurückgeworfen wird. Im Fluoreszenzmodus wird die im Gewebe erzeugte Fluoreszenz 
bzw. die durch Einbringung eines exogenen Fluorophores erzeugte Fluoreszenz erfasst. 
Als  endogene  Kontrastmittel  dienen  hierbei  Melanin,  Hämoglobin  und  Kollagen.  Als 
exogenes Kontrastmittel dient das Fluorophor FITC (Fluorescein Isothiocyanate), welches 
jedoch nur ex vivo angewandt werden darf (Astner und Ulrich 2010, Dalimier und Salomon 
2012).
Mit der CLSM können größere Flächen bis zu 64 mm² innerhalb von Sekunden untersucht 
werden (Astner und Ulrich 2010, Köhler et al. 2011 (b)).
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2.6  Dermatologische Phototherapie
Neben den schädigenden Effekten der UV-Strahlung auf die normale Haut, werden jedoch 
insbesondere bei entzündlichen Dermatosen auch zahlreiche positive Wirkungen bei einer 
kontrollierten medizinischen  Anwendung beobachtet (Imai 1994).
Solche Beobachtungen führten zu der Entwicklung der dermatologischen Phototherapie.
Klinische Anwendung finden künstliche UVA- und UVB-Strahler teilweise in Verbindung mit 
Arzneimitteln  in  der  Therapie  vieler  Hautkrankheiten,  z.B.  der  Psoriasis,  Vitiligo, 
atopischen  Dermatitis  und  des  kutanen  T-Zell-Lymphoms  (Honigsmann  et  al.  1999, 
Matsumura und Ananthaswamy 2004).
2.6.1 PUVA-Therapie
UVA wird klinisch meist nicht isoliert verwendet, sondern häufig in Kombination mit 
Lichtsensibilisatoren, insbesondere dem Lichtsensibilisator 8-Methoxy-Psoralen. Dieser 
verstärkt den Effekt der UVA-Strahlung und führt somit zu höheren Ansprechraten in der 
Behandlung zahlreicher Dermatosen wie der Psoriasis, Mycosis fungoides, Vitiligo, 
Mastozytose, Lichen ruber planus und atopischer Dermatitis, um nur eine Auswahl zu 
nennen (Matsumura und Ananthaswamy 2004, Claes et al. 2006).
2.6.2 UVB-Therapie
2.6.2.1 Breitband-UVB
UVB-Strahlung wird bereits seit den 1920er Jahren in der Behandlung der Psoriasis, der 
atopischen Dermatitis und anderen inflammatorischen Hauterkrankungen eingesetzt. Die 
ursprüngliche Verwendungsform ist die Breitband-UVB-Therapie, synonym auch als BB 
(Broadband)-UVB  Therapie  bezeichnet  (Beissert  und  Schwarz  2002,  Matsumura  und 
Ananthaswamy 2004).
Die UVB-Lichttherapie führt  zu langanhaltenden klinischen Remissionen von Patienten, 
die an ausgeprägter Psoriasis leiden, welche durch eine Infiltration der Haut mit aktivierten 
T-Lymphozyten sowie die Hyperplasie und unvollständige Differenzierung der epidermalen 
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Keratinozyten charakterisiert ist.
Nach einer UVB-Therapie nimmt die psoriatisch-veränderte Epidermis mit ihren zellulären 
und molekularen Veränderungen zumeist wieder ihren Normalzustand an (Beissert und 
Schwarz 2002, Matsumura und Ananthaswamy 2004).
2.6.2.2 Schmalband-UVB
In den 80er Jahren kam es zur Entwicklung und Perfektionierung der Schmalband-UVB-
Therapie  als  spezifische  Therapie  der  Psoriasis.  Bei  der  Schmalband-UVB-Therapie 
kommt eine Bestrahlungsquelle zum Einsatz, die hauptsächlich im Bereich von 311-312 
nm emittiert,  was dem idealen UVB-Frequenzbereich bei der Therapie der chronischen 
Plaque-Psoriasis  entspricht.  Man  bezeichnet  sie  deshalb  auch  als Schmalband-UVB-
Therapie oder als NB (Narrowband)-UVB-Therapie (van der Leun und van Weelden 1986, 
Green et al. 1988, Matsumura und Ananthaswamy 2004, Carrascosa 2009, Archier et al. 
2012).
Sie übertrifft die Effekte der älteren Breitband-UVB-Therapie sowohl in ihrer Effizienz als 
auch in ihrer Anwenderfreundlichkeit (Carrascosa 2009).
Aufgrund der geringeren Eindringtiefe des UVB-Lichtes in die Haut im Vergleich zum UVA-
Licht und der Dicke der Psoriasis-Plaques, ist reines NB-UVB weniger effektiv als eine 
PUVA. Die Effektivität der Schmalband-UVB-Therapie kann jedoch durch Starksolebäder, 
die  die  hyperkeratotische  Hornschicht  aufweichen  und  ablösen,  erheblich  gesteigert 
werden,  sodass  sie  mittlerweile  als  fast  ebenso  effizient  wie  die  PUVA-Therapie 
angesehen  wird  und  sich  zur  Standardbehandlungsmethode  der  Psoriasis  vulgaris 
entwickelt hat (Matsumura und Ananthaswamy 2004, Claes et al. 2006, Rácz et al. 2010, 
Archier et al. 2012).
Psoriasis-Patienten erreichen mit dieser Methode in 60-80 % eine Verbesserung im PASI-
Score (Psoriasis Area Severity Index) von 75-90 % (Carrascosa und Bigatà 2000, 
Carrascosa 2009).
Neben der Psoriasis findet die Schmalband-UVB-Therapie Anwendung in der Therapie 
des  atopischen  Ekzems,  der  Vitiligo,  des  frühen  kutanen  T-Zell-Lymphomes  und  von 
Lichtdermatosen, wo sie ebenfalls der Breitband-UVB-Therapie vorgezogen wird (British 
Photodermatology Group 1997, Njoo et al. 1999, Hofer et al. 1999, Wishart 2001).
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2.6.3 Risiken der dermatologischen Phototherapie
Trotz  der  guten  therapeutischen  Wirkung  der  Phototherapien,  haben  sie  auch 
unerwünschte Nebeneffekte. Dazu gehören z.B. die Entwicklung eines intermittierenden, 
heftigen Verbrennungsschmerzes 4-8 Wochen nach dem Beginn einer  PUVA-Therapie 
und  das  erhöhte  Hautkrebsrisiko,  welches  vor  allem  unter  einer  häufigen  und 
regelmäßigen PUVA-Therapie  beobachtet  wurde  (Bataille  et  al.  2000,  Matsumura  und 
Ananthaswamy 2004, Archier et al. 2012).
Unter anderem fand sich ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung von Basalzellkarzinomen 
(Archier  et  al.  2012)  und  ein  10-30fach  erhöhtes  Risiko  für  das  Vorkommen  von 
Plattenepithelkarzinomen (Lindelöf et al. 1991, Bruynzeel et al. 1991, Stern et al. 1998,  
Matsumura und Ananthaswamy 2004)  bei  Patienten,  die  mehr als  zweihundert  PUVA-
Behandlungen erhielten.
Bisher  gab  es  nur  wenige  Untersuchungen  bezüglich  der  Zusammenhänge  zwischen 
UVB-Therapie und der Entstehung von Hautkrebs. Stern et al. stellten in ihrer Studie ein 
ca.  vierfach  erhöhtes  Risiko  für  die  Entwicklung  von  Plattenepithelkarzinomen  nach 
dreihundert UVB-Behandlungen fest (Stern 1990).
Andere Berichte zeigen jedoch keinen signifikanten Anstieg der  Hautkrebshäufigkeit  in 
ihren  Langzeitverlaufsuntersuchungen,  was  eher  auf  ein  niedriges  Risiko  der 
Hautkrebsentstehung bei doch recht hohen UVB-Kumulativdosen hinweist (Maughan et al. 
1980,  Larkö  und  Swanbeck  1982,  Studniberg  und  Weller  1993,  Matsumura  und 
Ananthaswamy  2004).  Besonders  unter  Schmalband-UVB-Therapie  scheint  das 
Hautkrebsrisiko im Vergleich zur Gesamtpopulation nicht erhöht zu sein (Weischer et al.  
2004, Man et al. 2005, Black und Gavin 2006, Hearn et al. 2008, Rácz et al. 2010, Archier  
et al. 2012).
Alles in allem ist die UV-Strahlung wie die zwei Seiten derselben Medaille. Man kann die 
positiven nicht von den negativen Auswirkungen trennen.  Deshalb sollte sie immer mit 
Bedacht eingesetzt werden.
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3  Zielsetzung der Arbeit
Das Hauptziel der Arbeit ist es, eine Aussage über die Häufigkeit und das Ausmaß akuter 
lichtbedingter Hautveränderungen im Lauf einer Schmalband-UVB-Therapie zu treffen und 
zu untersuchen, ob die MPT ein geeignetes Mittel ist, diese im longitudinalen Verlauf zu 
erfassen.
Die zwei aktuellen Studien konzentrierten sich auf die nicht-invasive Darstellung von 
histologischen Veränderungen der Haut einerseits nach akuter, erythematogener UVB-
Bestrahlung  (Studie 1) und andererseits nach akuter, mehrmaliger, suberythematogener 
UVB-Bestrahlung (Studie 2) mittels Multiphotonenlasertomographie.
Im Einzelnen sollen folgende Fragen beantwortet werden:
 Ist die Multiphotonenlasertomographie als in vivo Bildgebungsmethode geeignet die 
bisher histologisch festgestellten akuten UVB-bedingten Hautveränderungen 
darzustellen?
 Wie stellen sich die akuten UVB-bedingten Hautveränderungen in der MPT dar?
 Ist die MPT in der Lage mehr Veränderungen abbilden zu können als andere nicht-
invasive Bildgebungsmethoden?
 Welchen longitudinalen Verlauf zeigt der Ausprägungsgrad der Veränderungen 
nach einmaliger erythematogener Bestrahlung?
 Welche dieser akuten UVB-bedingten Hautveränderungen zeigen sich auch unter 
Schmalband-UVB-Therapie?
 Welchen  Ausprägungsgrad  haben  diese  Veränderungen  unter  der  mehrmaligen 
suberythematogenen  Bestrahlung  im  Vergleich  zur  einmaligen  erythematogenen 
Bestrahlung?
Die erste Studie hatte zum Ziel zu zeigen, dass die MPT ein geeignetes Verfahren ist, die 
akuten UVB-bedingten Veränderungen der Haut darzustellen. Dabei wurden die bereits 
aus histologischen Untersuchungen bekannten Parameter analysiert und quantifiziert. 
Wir  nahmen  an,  dass  mit  der  MPT  eine  bessere  longitudinale  Auflösung  und 
Nachvollziehbarkeit der auftretenden Veränderungen erreichbar ist, da das Verfahren im 
Vergleich zur Histologie beliebig oft an derselben Stelle eingesetzt werden kann.
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Die  untersuchten  Parameter  schlossen  die  zelluläre  Pleomorphie,  die  Spongiose,  die 
Pigmentierung und die Epidermisdicke ein. 
Eine  Hypothese  war,  dass  all  diese  Parameter  nach  der  akuten,  erythematogenen 
Bestrahlung  ansteigen.  Weiterhin  wurde  mit  einer  Überlegenheit  der  MPT gegenüber 
anderen nicht-invasiven Untersuchungsmethoden wie z.B. der CLSM, der OCT und des 
hochauflösenden Ultraschalls hinsichtlich der Darstellung der Veränderungen auf zellulärer 
Ebene gerechnet.
Mit der zweiten Studie sollte gezeigt werden, welche dieser Veränderungen auch nach 
mehrmaliger, suberythematogener UVB-Bestrahlung auftreten, und eingeschätzt werden, 
wie diese im Kontext einer Lichtschädigung oder einer protektiven Anpassung der Haut zu 
werten sind.
Um diese Fragen beantworten zu können, zeigten sich im klinischen Setting sowie anhand 
der  aktuellen  Studienlage  Psoriasis-vulgaris-Patienten  als  am  geeignetsten.  Deren 
unbetroffene Haut entspricht in ihrem akuten Reaktionsverhalten auf UVB-Bestrahlung bis 
auf minimale Abweichungen am ehesten der gesunden Haut (Imai 1994). Ein zusätzlicher 
Vorteil war, dass somit keine Notwendigkeit bestand bei einem gesunden Probanden eine 
aufwändige und möglicherweise schädigende Lichttherapie durchführen zu müssen.
Wir nahmen an, dass es unter der suberythematogenen Bestrahlung lediglich zu einer 
Verdickung der  Epidermis  im Rahmen einer  protektiven Lichtschwiele  kommen würde. 
Weiterhin gingen wir davon aus, dass Veränderungen, die im Sinne einer Schädigung der  
Haut zu werten sind, unter der Lichttherapie nicht auftreten werden.
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4  Material und Methoden
4.1  Multiphotonenlasertomograph
Um  die  in  der  Zielstellung  formulierten  Fragen  beantworten  zu  können,  wurden  zwei 
Studien  konzipiert.  In  beiden  Studien  wurde  der  CE-geprüfte 
Multiphotonenlasertomograph  DermaInspect® (JenLab  GmbH,  Jena,  Deutschland) 
verwendet.  Dieser besteht aus einem zwischen 710 nm und 920 nm durchstimmbaren 
Nah-Infrarot  (NIR)  Femtosekundenlaser  (MaiTai  XF1,  SpectraPhysics,  Newport 
Corporation, Irvine, Kalifornien, USA), einer Strahlenscaneinheit mit einem Galvoscanner 
und  einer  piezokristallbetriebenen  optischen  Einheit,  einem  schnellen  PMT-
Detektionsmodul  und  einem  Kontrollmodul.  Das  Emissionssignal  wird  durch  einen 
Strahlenteiler  (BS 409,  Semrock,  Idex Corporation,  Lake Forest,  Illinois,  USA) in  zwei 
Fraktionen geteilt, um die Autofluoreszenz (AF) von der „Frequenzverdopplung“ (second 
harmonic  generation,  SHG)  abgrenzen  zu  können.  Jede  Fraktion  wird  durch  einen 
Bandpassfilter  (SHG:  F37-359,  Semrock;  AF:  FB  450+/-40,  Edmund  Optics  GmbH, 
Karlsruhe,  Deutschland)  gefiltert  und  simultan  durch  zwei  Photonenvervielfacherröhren 
(Photo Multiplier Tubes, PMT, R1924, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) erfasst. 
Die Detektoren des Systems sind durch Kurzpassfilter  gegen NIR-Streulicht geschützt. 
Das  Emissionssignal  wird  unter  dem  Gebrauch  der  JenLabScan-Software  5.9.11.0 
(JenLab GmbH, Jena, Deutschland) aufgezeichnet und als Mehrkanal-Tagged Image File 
Format (.tif)  abgespeichert.  Die Mehrkanalbilder werden zur Quantifizierung in einzelne 
Bilder  aufgeteilt  und  die  absoluten  Photonenzahlen  durch  Hinzufügen  der  Pixelwerte 
errechnet. 
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4.2  Studienaufbau
4.2.1 Studie 1 -  Beobachtung akuter Veränderungen nach einmaliger, erythemato-
gener Bestrahlungsdosis 
4.2.1.1 Probanden
In der Studie wurden zehn freiwillige Probanden (2 männlich, 8 weiblich) im Alter zwischen 
23 und 70 Jahren (Mittelwert 45,1 Jahre, Median 43 Jahre) mit den Hauttypen II und III  
eingeschlossen.  Ausschlusskriterien  waren  Hautkrankheiten  am  volaren  Unterarm, 
Hinweise  auf  eine  erhöhte  Photosensitivität  in  der  Anamnese,  die  Einnahme  oder 
Applikation  von  lichtsensibilisierenden  Medikamenten  und  eine  Lichttherapie  oder 
anderweitige  extensive  UV-Exposition  in  den  vorangegangenen  sechs  Monaten.  Die 
Studie  wurde gemäß den Deklarationen von Helsinki  entworfen und durchgeführt.  Die 
lokale  Ethikkommission  erteilte  ein  positives  Votum.  Alle  Freiwilligen  wurden  vor  der 
Durchführung  über  Zweck,  Ablauf  und  Risiken  der  Studie  aufgeklärt  und  gaben  ihr 
schriftliches Einverständnis.
4.2.1.2 Studiendesign
Die Studie wurde von Oktober 2011 bis April 2012 in der Klinik für Hautkrankheiten des 
SRH Waldklinikums Gera durchgeführt.  Die Probanden erhielten am volaren Unterarm 
eine  UVB-Lichttreppe  mittels  Saalmann-Multitester  SBB  LT  400  (Saalmann  medical 
GmbH, Hiddenhausen, Deutschland), welcher ein Strahlungsspektrum von 270 nm bis 325 
nm aufweist, mit Maximum bei 300 nm. Die  Lichttestung mit dem Saalmann-Multitester 
entspricht  prinzipiell  einem  Standardverfahren,  das  vor  einer  Lichttherapie  zur 
Bestimmung der individuellen Empfindlichkeit eingesetzt wird. 
Dabei wurden fünf Felder mit je 15 mm Durchmesser mit einer ansteigenden Dosis UVB 
bestrahlt. Die Energieabstufung über die fünf Felder ist fest in den Multitester integriert.  
Die  Maximaldosis  lag  in  dieser  Studie  bei  0,24  J/cm².  In  einem Fall  wurde  mit  einer 
Maximaldosis von 0,36 J/cm² bestrahlt. Die minimale Erythemdosis (MED) wurde nach 24 
h bestimmt. Als Testfeld für die MPT-Messungen wurde das Feld festgelegt, welches die 
Maximaldosis  erhielt.  Dieses  wurde  jeweils  viermalig  mit  dem  Multiphotonenlaser-
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tomographen vermessen,  d.h.  vor  Bestrahlung (Ausgangswert,  Tag0)  sowie  jeweils  24 
(Tag1), 48 (Tag2) und 72 Stunden (Tag3) nach Bestrahlung. Der Ablauf einer Messung mit 
dem  Multiphotonenlasertomographen  ist  unter  4.3  Datenerfassung  mittels  MPT 
beschrieben.
4.2.2  Studie  2  -  Beobachtung  akuter  Veränderungen  unter  Schmalband-UVB-
Therapie
4.2.2.1 Patienten
Sechzehn freiwillige Patienten (11 männlich, 5 weiblich) mit gesicherter Psoriasis vulgaris 
im Alter zwischen 21 und 78 Jahren (Mittelwert 47,9 Jahre, Median 54,5 Jahre) mit den 
Hauttypen  I,  II  und  III,  die  aufgrund  ihrer  Grunderkrankung  eine  Schmalband-UVB-
Therapie erhielten, wurden eingeschlossen. Die Ausschlusskriterien umfassten sämtliche 
Kontraindikationen  für  eine  Schmalband-UVB-Therapie  und  eine  vorangegangene 
Lichttherapie oder anderweitige extensive UV-Exposition in den letzten sechs Monaten. 
Die Studie wurde gemäß den Deklarationen von Helsinki entworfen und durchgeführt. Die 
lokale  Ethikkommission  erteilte  ein  positives  Votum.  Alle  Freiwilligen  wurden  vor  der 
Durchführung  über  Zweck,  Ablauf  und  Risiken  der  Studie  aufgeklärt  und  gaben  ihr 
schriftliches Einverständnis.
4.2.2.2 Studiendesign
Die Studie wurde von Oktober 2011 bis April 2012 in der Klinik für Hautkrankheiten des 
SRH Waldklinikums Gera durchgeführt. Auf klinisch nicht von Psoriasis vulgaris betroffener 
Haut am volaren Unterarm wurden zwei Untersuchungsfelder festgelegt und markiert.
Ein  Feld  (Testfeld)  wurde  wie  das  übrige  Integument  der  Schmalband-UVB-Therapie 
(Bestrahlungsschema in  Abschnitt  4.2.2.3  näher  beschrieben)  unterzogen.  Das andere 
Feld (Kontrollfeld) wurde während den Bestrahlungen stets lichtundurchlässig abgedeckt. 
Die  Messungen  am Multiphotonenlasertomographen  erfolgten  in  einem abgedunkelten 
Raum bei einer Temperatur von 21 ± 1 °C. Beide Felder wurden viermalig vermessen, d.h.  
vor Beginn der Bestrahlungen (Ausgangswert, Tag0), 24 (Tag1) und 72 Stunden (Tag3) 
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nach  der  ersten  Bestrahlung  sowie  am  letzten  Therapietag  (TagZ).  Der  Ablauf  einer 
Messung mit  dem Multiphotonenlasertomographen ist  unter  4.3 Datenerfassung mittels 
MPT beschrieben.
4.2.2.3 Bestrahlungsschema der Schmalband-UVB-Therapie
In der Klinik für Hautkrankheiten des SRH Waldklinikums Gera wurde die  Schmalband-
UVB-Lichttherapie in Kombination mit  Starksole-Bädern durchgeführt.  Zunächst erfolgte 
die  klinische  Aufnahme  des  Patienten  und  die  Applikation  einer  Lichttreppe  zur 
Bestimmung der MED. Am zweiten Tag wurde die MED abgelesen und nach einem 20-
minütigen,  25  %-igen  Sole-Bad  mit  der  ersten  Bestrahlung  begonnen.  Als 
Bestrahlungsquelle  diente  hierbei  die  Bestrahlungskabine  UV  7001  K  (Waldmann 
Lichttechnik,  Herbert  Waldmann  GmbH  &  Co,  VS-Schwenningen,  Deutschland)   mit 
Schmalband-UVB-Strahlern  vom  Waldmann-Typ  F85/100W-01  mit  einem 
Strahlungsspektrum  von  310  nm  bis  313  nm.  An  Wochenendtagen  erfolgte  eine 
Bestrahlungspause.  Die  Strahlendosen  waren  jeweils  individuell  auf  den  Patienten 
ausgerichtet.  Das  Bestrahlungsschema  begann  dabei  stets  mit  einer 
Einzelbestrahlungsdosis von 0,1 J/cm² und steigerte sich täglich um 0,1 J/cm² bis zu einer 
Dosis von 0,3 J/cm², danach um 0,05 J/cm² pro Tag bis zu einer Höchstdosis von 0,55 
J/cm²  pro  Einzelbestrahlung.  Im  Falle  eines  subjektiven  Brennens  oder  einer 
erythematösen Veränderung der  Haut,  wurde die Bestrahlungsdosis  reduziert  bzw.  der 
folgende Bestrahlungstag ausgesetzt. Anschließend wurde die Dosis nur langsam wieder 
erhöht.  Die  Behandlungsdauer  richtete  sich  nach  der  Schwere  der  Erkrankung  und 
umfasste  4  bis  14  Bestrahlungstage  (Mittelwert:  8,9  Tage,  Median:  8,5  Tage).  Die 
applizierte Kumulativdosis lag bei 0,55 bis 6,15 J/cm² (Mittelwert: 2,6 J/cm², Median: 2,2 
J/cm²).  Sieben  der  Patienten  haben  im  Rahmen  der  Studie  ihre  erste  Lichttherapie 
erhalten.
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4.3  Datenerfassung mittels MPT
Bei der Messung am Multiphotonenlasertomographen wird ein metallisches Koppelstück 
mit  einem Glasplättchen  und  doppelseitigem Klebeband  versehen und auf  dem zuvor 
markierten Testfeld (bzw. Kontrollfeld) am volaren Unterarm des Probanden angebracht. 
Hierbei wurde die Positionierung so gewählt, dass das Koppelstück nicht auf einer akuten 
Hautveränderung  im  Rahmen  der  Psoriasis  vulgaris,  einer  Arterie  (Verfälschung  der 
Messung durch Pulsation), einem Haar, einer Sehne oder einem Nävus aufgesetzt wurde.
Auf einer Untersuchungsliege sitzend oder liegend wurde der Proband anschließend unter  
das DermaInspect® gefahren bis das metallische Koppelstück unter dem Objektiv platziert 
war.  Es  wurde auf  eine  stabile  und bequeme Lagerung des Probanden geachtet,  um 
Bewegungsartefakte zu vermeiden. 
Die  Messungen  fanden  aufgrund  der  hohen  Lichtsensibilität  des  Gerätes  in  einem 
abgedunkelten Raum, bei einer klimatisierten Raumtemperatur von 21 ± 1 °C statt.
Die  Datenerfassung  mittels  DermaInspect® eines  jeden  einzelnen  Feldes  zu  den 
entsprechenden Zeitpunkten bestand jeweils aus zwei Abschnitten. Im ersten Abschnitt 
wurden ein bis drei Einzelbilder der typischen Morphologie der einzelnen 6 Hautschichten 
(Stratum  corneum,  Stratum  granulosum,  Stratum  spinosum,  Stratum  basale,  Stratum 
papillare und Dermis) aufgenommen und abgespeichert. 
Im zweiten  Abschnitt  wurden  Stapelmessungen  ausgeführt.  Dabei  wurden  jeweils  vier 
Bildstapel mit je 35 Bildern in 5 µm Schritten von knapp oberhalb der Hautoberfläche bis 
zur maximalen Tiefe gemessen. Die Bildfrequenz betrug 12 s, die Bildauflösung 512 x 512 
Pixel. Von diesen vier Stapeln wurden zwei bei einer Anregungswellenlänge von 750 nm 
und zwei  bei  790 nm gewonnen.  Jeweils  ein  Stapel  dieser Stapelpaare wurde für die 
weitere Auswertung herangezogen. Daraus resultierend bestand eine einzelne Messung 
aus einem Stapel, der bei 750 nm generiert wurde und der morphologischen Evaluation 
diente.  Ein weiterer Stapel wurde bei  790 nm generiert und zur morphometrischen bzw. 
semi-quantitativen  Analyse  herangezogen.  Das  Emissionssignal  des  letzteren  Stapels 
wurde simultan von zwei PMTs registriert, die jeweils verschiedene Wellenlängenbereiche 
des  Emissionsspektrums  erfassen,  d.h.  zum  einen  für  die  Autofluoreszenz  und  zum 
anderen für die SHG.
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4.4  Datenanalyse und -auswertung
Die  Analyse  der  Bilddaten  erfolgte  zunächst  mittels  ImageJ  (Open-source-Software, 
http://rsbweb.nih.gov/ij).  Die  Daten  wurden  daraufhin  mittels  OpenOffice  4.0.1  (Open-
source-Software, https://www.openoffice.org/) ausgewertet. 
Die  folgenden  histometrischen  Parameter  wurden in  Zusammenhang  mit  dieser  Arbeit 
entwickelt und erhoben: 
4.4.1 Pleomorphie-Score
Aufgrund  der  Vielschichtigkeit  der  zellulären  Veränderungen  nach  UVB-Bestrahlung, 
wurde ein spezifisches Pleomorphie-Scoring-System entwickelt, das bis jetzt noch nicht in 
der  Literatur  beschrieben  wurde,  um  den  Ausprägungsgrad  der  morphologischen 
Veränderungen nach UVB-Bestrahlung mittels  MPT erfassen zu  können (Köhler  et  al. 
2015). Dafür wurden die Bilder der vitalen Epidermis der Bildstapel ausgewertet, die bei 
einer  Anregungswellenlänge  von  750  nm  angefertigt  wurden.  Die  Kriterien  für  die  
Zuordnung zu verschiedenen Graden der Pleomorphie waren die generelle Unordnung im 
Zellbild, das Auftreten und die Häufigkeit zellulärer Atypien, Apoptosen, Spongiose oder 
Blasenbildung. Nach einer verbalen Determination der verschiedenen Pleomorphiegrade 
wurden  Referenzbilder  ausgewählt,  die  diesen  sechs  Graden  (0-5)  der  zellulären 
Pleomorphie  entsprechen.  Die  Referenzbilder  sind in  Abb.  1  gezeigt  und  deren 
entsprechende verbale Definition in der Bildbeschreibung genannt. 
In einem zweiten Schritt  wurden alle Bilder der vitalen Epidermis einer jeden Messung 
verblindet mit den Referenzbildern visuell verglichen und der dazugehörige Score ermittelt,  
sodass ein Punktwert im Pleomorphie-Score bestimmt werden konnte.
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Abb. 1: Pleomorphie-Score,  Referenzbilder  der  einzelnen  Grade  der  Pleomorphie  (0-5), 
mündliche Definition: (0) Normale Haut, (1) Leicht ungleichmäßiges, pleomorphes Zellbild, diskrete 
Dysplasien, Beschränkung auf Stratum basale und unteres Stratum spinosum, (2) Pleomorphes 
Zellbild  und  Dysplasien,  alle  Hautschichten  betreffend,  (3)  Entsprechend  Grad  2,  zusätzlich 
Einzelzellapoptosen, (4) Konfluierende Apoptosen oder Blasenbildung, (5) Schwere Schädigung 
des  Zellgefüges,  Zellgrenzen  kaum  definierbar  unter  einem  deutlich  abgrenzbaren  Stratum 
corneum.
4.4.2 Berechnung des Spongiosegrades
Die  Spongiose  bezeichnet  eine  epidermale,  interzelluläre  Ödembildung,  durch  die  die 
Zellen  eines  Organs  auseinandergedrängt  werden.  Aufgrund  dessen  müsste  sie  sich 
durch eine Verbreiterung der Zellzwischenräume abzeichnen lassen. 
Daraus folgend wurden die Interzellularabstände in drei festgelegten Tiefen der bei 750 
nm akquirierten Bildstapel gemessen. Diese drei Tiefen waren definiert als ¼, ½ und ¾ der 
Strecke zwischen dem Bild der ersten vitalen Zelle des Stratum granulosum und dem 
letzten Bild des Stratum basale. In diesen drei Bildern wurden je 20 Interzellularabstände 
als Abstände zwischen den äußersten AF-Signalen der Zellen mittels ImageJ vermessen 
und der Mittelwert aus diesen 60 Werten bestimmt. Dieser Mittelwert steht stellvertretend 
für den Spongiosegrad des Stapels zu dem entsprechenden Zeitpunkt.
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4.4.3 Berechnung des Pigmentierungsquotienten
Die Erfassung des Bräunungsgrades der Haut gelang bei den bisherigen Untersuchungen 
der lichtbedingten Hautveränderungen nicht. Dies wurde in dieser Studie erstmalig durch 
Erstellung  eines  Pigmentierungsquotienten  mittels  MPT  versucht.  Basierend  auf  der 
Erkenntnis, dass eine Zunahme des Bräunungsgrades mit  einem Anstieg des Melanin-
Pigmentes  einhergeht,  welches  vor  allem  in  den  in  der  Basalzellschicht  befindlichen 
Melanozyten vorkommt (Kadekaro et al. 2003, Tadokoro et al. 2005, Dimitrow et al. 2009 
(a)), war gleichbedeutend auch ein Anstieg der AF in diesem Bereich zu erwarten, da das 
Pigment Melanin eine starke Autofluoreszenz erzeugt (Breunig et al. 2010, Köhler et al.  
2010). Daraufhin  wurde  die  Hypothese  aufgestellt,  dass  es  zu  einem  Anstieg  des 
Autofluoreszenzsignals im Vergleich zum SHG-Signal nach der Bestrahlung kommt.
Der Pigmentierungsquotient wurde anhand der Intensitätskurve des Stapels, der mit einer  
Wellenlänge  von  790  nm  angeregt  wurde,  bestimmt.  Dabei  wurde  die  absolute 
Photonenemission der AF ins Verhältnis zur SHG an den zwei zugehörigen, simultanen 
Messungen  auf  Ebene  der  Basalzellschicht  gesetzt.  Der  Pigmentierungsquotient  (PQ) 
errechnet sich demnach wie folgt:
PQ  =  AFbasal / SHGbasal
4.4.4 Berechnung der Epidermisdicke
Die von Miescher 1930 beschriebene Lichtschwiele, die der Lichtanpassung der Haut an 
die  UV-Strahlung  entspricht,  besteht  aus  einer  Kombination  aus  Hyperkeratose  und 
Akanthose  (Miescher  1930,  1931).  Die  Dicke  der  gesamten  Epidermis  wurde  durch 
Messung  des  Abstandes  zwischen  dem obersten  Stratum corneum und  dem Stratum 
basale in  vertikalen Bildstapeln, die  bei  790 nm erzeugt  wurden,  quantifiziert.  Darüber 
hinaus  wurde  die  Ebene  des  Stratum  corneum,  die  durch  die  typische 
Oberflächeneingangsspitze im Kurvenverlauf des AF- und des SHG-Signals repräsentiert 
wird, überprüft.
Zur  besseren  Differenzierung,  welche  Anteile  der  Epidermis  eine  Dickenzunahme 
aufweisen (Akanthose, Hyperkeratose) wurde weiterhin die Dicke des Stratum corneums 
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(DSC) erfasst. Diese wurde zwischen der Ebene des obersten Stratum corneums und der 
Ebene des Bildes der ersten vitalen Zelle, entsprechend dem oberen Stratum granulosum, 
gemessen.
Zur Bestimmung des Vorliegens einer Akanthose, die eine Verdickung der Epidermis durch 
eine Verbreiterung des Stratum spinosum mit und ohne Verdickung des Stratum corneum 
bezeichnet, wurde die Dicke der vitalen Epidermis (DVE) gemessen als Abstand zwischen 
dem Bild der ersten vitalen Zelle (oberstes Stratum granulosum) und dem letzten Bild des 
Stratum basale.
4.4.5 SAAID
Der  SAAID  (second  harmonic  generation-to-autofluorescence-index-of-dermis)  ist  ein 
quantitatives  Maß der  relativen  Verteilung  zwischen  Autofluoreszenz  und  SHG.  In  der 
Dermis entspricht  es der  relativen Kollagen-  und Elastinverteilung (Köhler  et  al.  2006,  
Kaatz et al. 2009).
Er errechnet sich aus:
SAAID =  (SHG-AF) / (SHG+AF)
Aus den Photonenintensitäten des 790 nm-Stapels wurde der SAAID für jedes einzelne 
Bild berechnet und über die Tiefe aufgetragen.
4.5  Statistik 
Bei der Erhebung mehrerer Einzelwerte pro Areal und pro Zeitpunkt wurde jeweils der  
Mittelwert aus diesen Werten errechnet und zur weiteren statistischen Analyse genutzt.
Die Statistik wurde daraufhin mittels SPSS (IBM Corporation, Armonk, New York, USA) 
berechnet,  wobei  der  Wilcoxon-Test  für  abhängige  Proben  der  Prüfung  zwischen  den 
einzelnen Zeitpunkten sowie der  Prüfung zwischen Test-  und Kontrollfeld  bei  Studie 2 
diente.
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5  Ergebnisse 
5.1  Studie  1  -  Beobachtung  akuter  Veränderungen  nach  einmaliger, 
erythematogener Bestrahlungsdosis
5.1.1 Messung des Pleomorphie-Scores
Der Pleomorphie-Score wurde, wie im Abschnitt  4.4.1 beschrieben, ermittelt.  Nach der 
einmaligen,  erythematogenen  UVB-Bestrahlung  wurden  deutliche  dysplastische 
Veränderungen und Apoptosen in den bestrahlten Hautarealen beobachtet, die über den 
Zeitverlauf kontinuierlich zunahmen. Dies spiegelt sich auch in dem signifikanten Anstieg 
(p= 0,002) des Pleomorphie-Scores auf einen Grad von 3,3 nach 72 Stunden wider, der in 
Abb.  2  dargestellt  ist.  Ausnahmslos  alle  Probanden  zeigten  diese  Veränderungen 
spätestens nach 72 Stunden, insofern ein Erythem aufgetreten ist. (Pleomorphie-Score im 
Mittelwert: Tag0= 0, Tag1= 0,6, Tag2= 1,43, Tag3= 3,3)
Abb. 2: Pleomorphie-Score Studie 1, Mittelwerte und Standardabweichungen im 
zeitlichen Verlauf
Weiterhin wurde im Rahmen eines Vorversuches zur Dosisfindung, bei dem lediglich mit  
einem Dosismaximum von 0,12 J/cm² UVB bestrahlt wurde, beobachtet,  dass es nach 
46
Tag0 Tag1 Tag2 Tag3
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
Pleomorphie Score
Mittelwert
Messzeitpunkt
M
itt
el
w
er
t P
le
om
or
ph
ie
 S
co
re
24 Stunden nicht zu einem Erythem kam und gleichzeitig auch der Pleomorphie-Score 
unverändert bei 0 im zeitlichen Verlauf blieb. Diese Dosis lag jedoch deutlich unter der 
MED.
5.1.2 Messung der Spongiose
Die  Spongiose  wurde  wie  im  Abschnitt  4.4.2  beschrieben  quantifiziert,  indem  die 
Interzellularabstände  an  den  verschiedenen  Ebenen  der  vitalen  Epidermis  gemessen 
wurden  und  ist  in  Abb.  3  dargestellt.  Vor  der  Bestrahlung  umfasste  der  mittlere 
Interzellularabstand 1,44 µm. Dieser Wert stieg über die Zeit an und erreichte 1,79 µm 
nach  72  Stunden,  was  einem  Anstieg  von  25  %  entspricht.  (Interzellularabstand  im 
Mittelwert, Signifikanz des Anstieges im Vergleich zu Tag0: Tag0= 1,44 µm; Tag1= 1,61 
µm, p= 0,004; Tag2= 1,65 µm, p= 0,023; Tag3= 1,79 µm, p= 0,001).
Abb. 3: Interzellularabstände Studie 1, Mittelwerte und Standardabweichung im 
zeitlichen Verlauf
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5.1.3 Messung des Pigmentierungsquotienten
Veränderungen des Pigmentierungsgrades wurden wie  im Abschnitt  4.4.3  beschrieben 
durch  Messung  des  relativen  Autofluoreszenzgrades  (Pigmentierungsquotient,  PQ)  auf 
Ebene  der  Basalzellschicht  quantifiziert  und  sind  in  Abb.  4  dargestellt.  Der 
Pigmentierungsquotient,  errechnet  aus AF/SHG, lag bei  1,26  vor  Bestrahlung,  blieb in 
etwa konstant während der ersten 48  Stunden und stieg signifikant (p= 0,019) auf 1,63 
nach 72 Stunden. (PQ im Mittelwert, Signifikanz im Vergleich zu Tag0: Tag0= 1,26; Tag1= 
1,25, p= 0,321; Tag2= 1,11, p= 0,117; Tag3= 1,63, p= 0,019)
Abb. 4: Pigmentierungsquotient Studie 1, Mittelwerte und Standardabweichungen im 
zeitlichen Verlauf
48
5.1.4 Messung der Epidermisdicke
5.1.4.1 Messung der Dicke der gesamten Epidermis
Der Anstieg der Dicke der gesamten Epidermis ist in Abb. 5 dargestellt und wurde wie im 
Abschnitt 4.4.4 bestimmt. Vor Bestrahlung umfasste die mittlere Epidermisdicke 46,5 µm. 
Nach  48  Stunden  ist  nur  ein  nicht-signifikanter  Anstieg  (p=  0,07)  auf  47,5  µm  zu 
verzeichnen. Nach 72 Stunden steigt die mittlere Epidermisdicke signifikant (p= 0,004) auf 
59,0 µm an.
(gesamte Epidermisdicke im Mittelwert:  Tag0= 46,5 µm, Tag1= 47,5 µm, Tag2= 52,9 µm, 
Tag3= 59,0 µm) 
Abb. 5: Dicke der gesamten Epidermis Studie 1, Mittelwerte und Standardabweichungen 
des Abstands zwischen 1. Hornzelle und Stratum basale im zeitlichen Verlauf
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5.1.4.2 Messung der Hornschichtdicke (DSC, Dicke des Stratum corneum)
Zur Ermittlung der DSC wurde der Abstand vom Bild der ersten Hornzelle bis zur dem Bild  
der ersten lebenden Zelle bestimmt. Wie in Abb. 6 gezeigt, zeichnete sich ein Anstieg von 
17 µm auf 19,5 µm ab, der aber nicht signifikant war.
(DSC im Mittelwert, Signifikanzen im Vergleich zu Tag0: Tag0= 17 µm, Tag1= 16,5 µm, p= 
0,5; Tag2= 18,6 µm, p= 0,188; Tag3= 19,5 µm, p= 0,188)
Abb. 6: Dicke des Stratum corneum Studie 1, Mittelwerte und Standardabweichungen im 
zeitlichen Verlauf
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5.1.4.3 Messung der Dicke der vitalen Epidermis (DVE)
Gemessen wurde die gesamte lebende Zellschichtdicke als Abstand zwischen dem Bild 
der  ersten lebenden Zelle  (oberstes Stratum granulosum) bis zu dem letzten Bild  des 
Stratum basale. Wie in Abb. 7 zu sehen, konnte ein signifikanter Anstieg (p= 0,006) von 
29.5 µm auf 39,5 µm  von Tag0 zu Tag3 verzeichnet werden.
(DVE im Mittelwert: Tag0= 29,5 µm; Tag1= 31 µm; Tag2= 34,3 µm; Tag3= 39,5 µm)
Abb. 7: Dicke der vitalen Epidermis Studie 1, Mittelwerte und Standardabweichungen im  
zeitlichen Verlauf
5.1.4.4 Berechnung des SAAID (second harmonic generation-to-autofluorescence-
index-of-dermis)
Der SAAID ist ein semiquantitatives Maß für SHG und AF. Die SAAID-Kurven, die sich aus 
den Mittelwerten aller Probanden zu den einzelnen Zeitpunkten und Fokustiefen ergaben, 
sind in Abb. 8 gezeigt. (0 µm = Hautoberfläche)
Die  Flankensteilheiten  der  Kurven  unterscheiden  sich  in  Abhängigkeit  von  dem 
Messzeitpunkt, da aufgrund einer Epidermisverdickung isointense dermale SHG-Signale 
erst in größeren Fokustiefen gefunden werden. Dies war bereits nach 48 Stunden sichtbar 
und verstärkte sich nach 72 Stunden nochmals.
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Abb. 8: Mittlerer SAAID Studie 1 aufgetragen über die Tiefe, 0 µm = Hautoberfläche
5.2  Studie 2 -  Beobachtung akuter Veränderungen unter Schmalband-UVB-
Therapie
5.2.1 Messung des Pleomorphie-Scores
Der  Pleomorphie-Score  wurde  wie  im  Abschnitt  4.4.1  beschrieben  für  Testfeld  und 
Kontrollfeld  ermittelt.  Nach  der  mehrmaligen,  suberythematogenen  UVB-Bestrahlung 
wurden nur geringfügige dysplastische Veränderungen und Apoptosen in den Testfeldern 
beobachtet. Dies spiegelt sich auch in dem minimalen Anstieg des Pleomorphie-Scores 
auf  0,13  am  letzten  Therapietag  in  Abb.  9  wider.  Dieser  Anstieg  beruhte  auf  einem 
Ansteigen  des  individuellen  Pleomorphie-Scores  bei  zwei  Patienten  auf  1  nach  72 
Stunden bzw. am letzten Therapietag. Bei beiden Patienten war es unter UVB-Therapie zu 
einer  Erythementwicklung  gekommen.  Der  Pleomorphie-Score  des  Kontrollfeldes  lag 
gleichbleibend bei 0.
(TF Pleomorphie-Score im Mittelwert: Tag0= 0, Tag1= 0,06, Tag3= 0,06, TagZ= 0,13 ; KF 
Pleomorphie-Score im Mittelwert: Tag0= 0, Tag1= 0, Tag3= 0, TagZ= 0)
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Abb. 9: Pleomorphie Score Studie 2, Vergleich zwischen dem Testfeld (TF) und 
Kontrollfeld (KF), Mittelwerte und Standardabweichungen im zeitlichen Verlauf
5.2.2 Messung der Spongiose
Die  Spongiose  wurde  wie  im  Abschnitt  4.4.2  beschrieben  quantifiziert,  indem  die 
Interzellularabstände an verschiedenen Ebenen der vitalen Epidermis gemessen wurden. 
Unter  der  Schmalband-UVB-Therapie kam es zu keiner signifikanten Veränderung des 
Interzellularabstandes, auch nicht  nach mehrfacher Bestrahlung mit  hohen UVB-Dosen 
am Ende der Therapie.
(TF im Mittelwert: Tag0= 1,20 µm, Tag1= 1,26 µm, Tag3= 1,27 µm, TagZ= 1,27 µm; KF im 
Mittelwert:  Tag0= 1,23 µm, Tag1= 1,24 µm, Tag3= 1,25 µm, TagZ= 1,23 µm)
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5.2.3 Messung des Pigmentierungsquotienten
Veränderungen des Pigmentierungsgrades wurden wie  im Abschnitt  4.4.3  beschrieben 
durch Messung des relativen Autofluoreszenzgrades (Pigmentierungsquotient, PQ) in der 
Basalzellschicht  quantifiziert.  Abb.  10  verdeutlicht,  dass  unter  der  Schmalband-UVB-
Therapie der Pigmentierungsquotient einen signifikanten Anstieg am Tag3 von 1,23 auf  
1,37 (p= 0,003) zeigt sowie einen hochsignifikanten Anstieg am letzten Bestrahlungstag 
(TagZ)  auf  1,79,  sowohl  im  Vergleich  zu  Tag0  (p<0,001)  als  auch  im  Vergleich  zum 
Kontrollfeld (p<0,001).
(Mittelwert PQ des Testfeldes: Tag0= 1,23, Tag1= 1,22, Tag3= 1,37, TagZ= 1,79, Mittelwert  
PQ des Kontrollfeldes: Tag0= 1,27, Tag1= 1,29, Tag3= 1,29, TagZ= 1,28)
Abb. 10: Pigmentierungsquotient Studie 2, Vergleich zwischen bestrahltem Testfeld (TF) und 
unbestrahltem Kontrollfeld (KF), Mittelwerte und Standardabweichungen im 
zeitlichen Verlauf
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5.2.4 Messung der Epidermisdicke
5.2.4.1 Messung der Dicke der gesamten Epidermis
Die Dicke der gesamten Epidermis wurde wie im Abschnitt 4.4.4 bestimmt. 
Über  den  zeitlichen  Verlauf  der  Lichttherapie  kam  es  im  Testfeld  (TF)  zu  einer  
Verbreiterung der  gesamten Epidermis von 44,7  µm vor  Bestrahlung auf  49,0 µm am 
letzten  Bestrahlungstag  (Abb.  11).  Dieser  Anstieg  war  jedoch  nicht  signifikant.  Das 
unbestrahlte Kontrollfeld (KF) zeigte kontinuierliche Werte der Epidermisdicke.
(Mittelwert der gesamten Epidermisdicke TF: Tag0= 44,7 µm, Tag1= 46,3 µm, Tag3= 45,9 
µm, TagZ= 49,0 µm, Mittelwert der gesamten Epidermisdicke KF: Tag0= 45,3 µm, Tag1= 
45,3 µm, Tag3= 44,1 µm, TagZ= 45,3 µm)
Abb. 11: Veränderung der Dicke der gesamten Epidermis des Testfeldes Studie 2, 
Mittelwerte und Standardabweichungen im zeitlichen Verlauf, Unterteilung der 
Gesamtdicke in Dicke des Stratum corneum und Dicke der vitalen Epidermis.
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5.2.4.2 Messung der Hornschichtdicke (DSC, Dicke des Stratum corneum)
Zur Ermittlung der DSC wurde der Abstand zwischen dem ersten Bild mit Darstellung einer 
Hornzelle und dem Bild der obersten lebenden Zelle bestimmt. Es zeigte sich in der Studie 
ein signifikanter Anstieg der Hornschichtdicke des Testfeldes von 16,6 µm auf 19,7 µm am 
letzten Therapietag (TagZ) sowohl gegenüber Tag0 (p= 0,016) als auch gegenüber dem 
unbestrahlten Kontrollfeld (p= 0,006). Das Kontrollfeld zeigte keine Veränderung über die 
Zeit. (Abb. 12)
(Mittelwert DSC TF: Tag0= 16,6 µm, Tag1= 16,6 µm, Tag3= 17,2 µm, TagZ= 19,7 µm; 
Mittelwert DSC KF: Tag0= 15,9 µm, Tag1= 16,3 µm, Tag3= 16,3 µm, TagZ= 16,7 µm)
Abb. 12: Dicke des Stratum corneum Studie 2, Mittelwerte und Standardabweichungen von 
Testfeld (TF) und Kontrollfeld (KF) im zeitlichen Verlauf
5.2.4.3 Messung der Dicke der vitalen Epidermis (DVE)
Gemessen wurde die gesamte lebende Zellschichtdicke als Abstand zwischen dem Bild 
mit  Darstellung  der  obersten  lebenden  Zelle  (oberstes  Stratum granulosum)  und  dem 
letzten Bild mit Darstellung des Stratum basale.  Eine signifikante Veränderung der DVE 
konnte  bei  den  vorliegenden  Daten  sowohl  im  bestrahlten  Testfeld  (TF)  als  auch  im 
unbestrahlten Kontrollfeld (KF) nicht festgestellt werden.
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(mittlere DVE TF: Tag0= 28,1 µm, Tag1= 29,7 µm, Tag3= 28,8 µm, TagZ= 29,3 µm; mittlere 
DVE KF:  Tag0= 29,4 µm, Tag1= 29,1 µm, Tag3= 27,8 µm, TagZ= 28,7 µm)
5.2.4.4 Berechnung des SAAID (second harmonic generation-to-autofluorescence-
index-of-dermis)
Die  SAAID-Kurven,  die  sich  aus  den  Mittelwerten  aller  Probanden  zu  den  einzelnen 
Zeitpunkten und Fokustiefen ergaben, sind in den Abbildungen 13 und 14 gezeigt (0 µm = 
Hautoberfläche).  Die Flankensteilheiten der Kurven unterscheiden sich sowohl  bei  den 
Kurven des Testfeldes als auch bei den Kurven des Kontrollfeldes nicht. Es ist lediglich 
eine Varianz von ca. 5 µm beim Schneiden der Kurven mit der x-Achse zu verzeichnen, 
was einem Bild innerhalb des Stapels entspricht. 
Abb. 13: mittlerer SAAID des Testfeldes (TF) aller Probanden aufgetragen über die 
Fokustiefe zu den einzelnen Zeitpunkten, Studie 2 (0 µm = Hautoberfläche)
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Abb. 14: mittlerer SAAID des Kontrollfeldes (KF) aller Probanden aufgetragen über die 
Fokustiefe zu den einzelnen Zeitpunkten, Studie 2 (0 µm = Hautoberfläche)
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6  Diskussion
6.1  Die MPT als Untersuchungsmethode für UV-bedingte Hautveränderungen
Mit  diesen  beiden  Studien  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  MPT  als 
Untersuchungsmethode  für  UV-bedingte  Hautveränderungen  geeignet  ist,  da  viele  der 
histologisch bekannten UV-bedingten Effekte in der MPT nachvollzogen werden können.
Darüber  hinaus hat  die  MPT im Vergleich  zur  histologischen Aufarbeitung jedoch den 
Vorteil  der  Nichtinvasivität  und  der  mehrfachen  Anwendungsmöglichkeit  auf  derselben 
Stelle, was die longitudinale Betrachtung von Veränderungen ermöglicht.
Akute UV-bedingte morphologische und funktionelle Veränderungen der Haut wurden 
bereits mehrfach mit verschiedenen Methoden untersucht. Als Untersuchungsmethoden 
sind neben einer histologischen Aufarbeitung auch nicht-invasive Methoden wie die CLSM 
und die OCT eingesetzt worden. 
Die Darstellbarkeit der einzelnen lichtbedingten Hautveränderungen gelang bisher jedoch 
nie  vollständig  durch  eine  einzelne  In-vivo-Methode,  weshalb  die  nicht-invasiven 
Methoden in vorangegangenen Studien sehr häufig mit  histologischen Untersuchungen 
oder anderen nicht-invasiven Methoden gepaart wurden (Gambichler et al. 2005 (a), 2006,  
Baba et al. 2005).
Die  bislang  darstellbaren  akuten  morphologischen  und  funktionellen  Auswirkungen 
ultravioletter  Strahlung  auf  die  Haut  umfassen: das  Auftreten  von  Apoptosen  und  die 
Zunahme  zellulärer  Pleomorphie  (Gilchrest  et  al.  1981,  Soter  1995,  Lu  et  al.  1999, 
Okamoto et al. 1999, Kulms und Schwarz 2000), die Zunahme der Epidermisdicke und 
Hyperkeratose (Miescher 1930, 1931, Pearse et al. 1987, Soter 1990, Linse und Richard 
1990,  Hruza  und  Pentland  1993,  Lavker  et  al.  1995,  Lavker  und  Kaidbey  1997, 
Gambichler et al. 2004, 2005 (a,b), 2006, Lin et al. 2005, Liu et al. 2010), die Zunahme 
des Pigmentierungsgrades (Pathak 1976,  Stierner et al. 1989, Levine 1993, Soter 1995, 
McGregor und Hawk 1999, Kadekaro et al. 2003, Tadokoro et al. 2005, Gambichler et al.  
2006)  sowie  die  Beteiligung am Vitamin-D Stoffwechsel  (Holick 1981,  Kadekaro et  al.  
2003).
Die histologische Aufarbeitung erlaubt aufgrund des invasiven Charakters jedoch nur eine 
begrenzte Beurteilung der UV-bedingten Veränderungen über die Zeit.  Trotz der guten 
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Erfassung  epidermaler  Dickenveränderungen  erlauben  die  CLSM  und  die  OCT keine 
detaillierten Einzelzelldarstellungen.
Mit  der  MPT  kann  der  zeitliche  Verlauf  durch  mehrfache  Untersuchungen  post 
expositionem longitudinal verfolgt werden. 
Darüber hinaus lassen sich mit der MPT mehrere Effekte der Lichtschädigung gleichzeitig 
mit nur einem einzigen Gerät erfassen und durch die SHG, die nur mit dieser Technik 
genutzt werden kann, kann selbst die Zusammensetzung des Fasersystems dargestellt 
werden. Somit können selbst dermale, extrazelluläre Matrixproteinveränderungen gesehen 
werden.
Die MPT ist bis dato eine der besten in vivo-Methoden, die die Darstellbarkeit der Zellen 
und  zellulärer  Veränderungen  wie  Kernmorphologien,  Zelldysplasien  oder 
Einzelzellapoptosen in subzellulärer Auflösung in vivo ermöglicht (König 2008, Kaatz und 
König 2010).
Gleichzeitig  bilden  die  in-vivo  Untersuchungen  an  der  humanen  Haut  die  biologische 
Wirklichkeit wahrscheinlich exakter ab als Tiermodelle oder ex vivo Untersuchungen, da 
insbesondere Artefakte durch die Untersuchungstechnik vermieden werden können. 
Wie jede Untersuchungsmethode, hat auch die MPT ihre Limitationen, die ihren Einsatz in 
der  dermatologischen  Praxis  begrenzen. Da  non-lineare  Anregungsprozesse  eine 
quadratische  Intensitätsabhängigkeit  aufweisen,  können  die  notwendigen 
Photonenflussdichten  nur  im  Bereich  eines  sehr  kleinen  Fokusvolumens  des  Lasers 
erreicht werden und sind somit auf ein optisches Fenster von ca. 0,3 x 0,3 x 0,2 mm³ 
beschränkt  (König  2008,  Kaatz  und  König  2010).  Die  auf  ca.  200  µm  beschränkte 
Endringtiefe ermöglicht lediglich eine Beurteilung der Epidermis und oberen Dermis. 
Allerdings sind in diesem Bereich auch die meisten pathologischen Prozesse lokalisiert. 
Weiterhin sind Zellkerne und Zellmembranen mit diesem Verfahren nicht direkt darstellbar, 
da sie keine AF ausstrahlen. 
Ferner sind sowohl die Messungen mit dem Multiphotonenlasertomographen als auch die  
Auswertung der erzeugten Daten sehr zeitintensiv und das DermaInspect bedarf speziell  
geschulten Personals um verwertbare,  reproduzierbare Daten zu erzeugen (Kaatz und 
König 2010).
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6.2  Vergleich mit anderen nicht-invasiven Bildgebungsmethoden
Viele Studien haben bereits die Vor- und Nachteile der MPT im Vergleich zu anderen in 
vivo Untersuchungsmethoden der menschlichen Haut dargestellt (König 2008, König et al. 
2010, Köhler et al. 2011 (b)).
CLSM
Verglichen mit der CLSM haben beide Bildgebungsmethoden ihre Vor- und Nachteile.
So ist die CLSM in der Lage, einen raschen Überblick über größere Flächen bis zu 64  
mm² des zu untersuchenden Gewebes zu geben. Mit dieser Methode sind jedoch keine 
detaillierten Einzelzelldarstellungen möglich (Astner und Ulrich 2010, Köhler et al. 2011 
(b)). Somit kann in der CLSM keinerlei  Aussage über Kernmorphologie, Zelldysplasien, 
Einzelzellapoptosen etc. getroffen werden. 
Die MPT erlaubt im Gegensatz zur CLSM aufgrund geringerer Streuung eine Auflösung 
bis in den subzellulären Bereich und durch die Verwendung eines Lasers im nahen Infrarot 
wird bei geringerer Laserleistung eine höhere Eindringtiefe erreicht, da weniger Strahlen 
durch Wasser absorbiert werden. Hinzu kommt, dass die Erfassung der SHG einmalig für 
die MPT ist und die Gewinnung zusätzlicher Informationen über die Zusammensetzung 
der dermalen Matrix ermöglicht.
Ein Nachteil der MPT verglichen mit der CLSM ist die geringere Aufnahmegeschwindigkeit  
verursacht durch den niedrigeren Fluoreszenzmengenertrag der endogenen Fluorophore 
und der höhere Preis des Gerätes aufgrund der Verwendung eines Femtosekundenlasers.
In  bisherigen  Studien  zu  UV-bedingten  Hautveränderungen  konnte  mittels  CLSM 
nachgewiesen  werden,  dass  wiederholte  UVA-Bestrahlungen  zu  einer  signifikanten 
Epidermisverdickung hauptsächlich aufgrund einer Hyperkeratose führten (Gambichler et 
al. 2004, 2005 (b)).
Des Weiteren konnten Gambichler et al. 2006 nach Bestrahlung mit 1 und 3 MED UVB 
eine  Verdickung  des  Stratum  corneum  (DSC)  und  einen  Anstieg  der  minimalen 
Epidermisdicke (Emin) im Vergleich zu unbestrahlter Haut finden. 72 Stunden nach einer 
Bestrahlung mit  3  MED zeigten  sich  auch signifikant  erhöhte Werte der  Helligkeit  der 
basalen Schicht (Gambichler et al. 2006).
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Zusammenfassend konnten demnach mittels CLSM bisher Veränderungen im Sinne einer 
Hyperkeratose, Akanthose und Pigmentierung nachgewiesen werden.
OCT
Mit  der  OCT  als  nicht-invasive,  hochauflösende  Querschnittsbildgebungsmethode 
(Gambichler  et  al.  2005  (c))  kann  eine  exakte  Dickenbestimmung  der  Haut  erreicht 
werden.  Gleichzeitig  lässt  sich  eine  Schichtung  der  Epidermis  zumindest  mit  einer 
Abgrenzung des Stratum corneum erreichen. Eine Einzelzelldarstellung ist dagegen nicht 
möglich (Gambichler et al.  2005 (a,c),  2006, König et al.  2009, Dalimier und Salomon 
2012).  Sie  wird  unter  anderem  zur Tumordickenmessung,  zur  Untersuchung  von 
Nagelerkrankungen  und  zur  Analyse  des  dermo-epidermalen  Überganges  eingesetzt 
(Dalimier und Salomon 2012). 
Bisher konnten die folgenden UV-bedingten Veränderungen mittels OCT erfasst werden:
Es kam nach einmaliger Bestrahlung mit 3 MED zu einer Verdickung der Haut, gemessen 
an  der  gesteigerten  minimalen  Epidermisdicke,  einer  erhöhten  Unterbrechung  des 
Eingangssignales und einem Abfall der dermalen Reflektivität (Lin et al. 2005, Gambichler 
et al. 2006, Liu et al. 2010).
Auch  eine  Dickenzunahme  der  Hornschicht  wurde  beobachtet.  Die  Hornschicht  ist 
normalerweise auf der behaarten Haut in der OCT nicht sichtbar,  jedoch kam es auf den  
UVB-bestrahlten  Arealen  zu  einer  Unterbrechung  des  Eingangssignales,  wodurch  die 
Hornschicht  visualisiert  werden  konnte  (Gambichler  et  al.  2006).  Dementsprechend 
konnten  bisher  mittels  OCT  lediglich  eine  Akanthose  und  Hyperkeratose  dargestellt 
werden (Lin et al. 2005, Gambichler et al. 2006, Liu et al. 2010).
Die OCT liefert dreidimensionale Weitwinkel-Querschnittsbilder (5x2 mm²) der Haut und 
ermöglicht eine schnelle Dickenmessung der durch UV-Licht alterierten Haut, jedoch bietet 
sie keine zelluläre Auflösung, was die Darstellung der Veränderungen auf zellulärer Ebene 
(wie  z.B.  Apoptosen)  oder  auf  Ebene  der  extrazellulären  Matrix  unmöglich  macht 
(Gambichler et al. 2005 (c), König 2008, König et al. 2009).
HRUS
Der  hochauflösende Ultraschall  (HRUS) ist  eine seit  Jahren etablierte,  schnelle,  nicht-
invasive Bildgebungsmethode, die effektiv der Erfassung der Hautdicke (Cammarota et al.  
1998,  Kleinerman  et  al.  2012,  Mandava  et  al.  2013)  und  dem  Ausmessen  von 
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Hautveränderungen zur Erfassung ihrer Größe, ihres Umrisses, ihrer Struktur und ihrer 
Eindringtiefe  dient  (Harland  et  al.  2000,  Kreuter  et  al.  2006, Kleinerman  et  al.  2012, 
Mandava et al. 2013, Hernández-Ibáñez et al. 2014). 
Bei dem HRUS werden Ultraschallköpfe von 5 bis 20 MHz verwendet. Dies ermöglicht die 
Darstellung einzelner Hautschichten, Muskeln, Sehnen, Knorpel oder Knochenstrukturen 
sowie Gefäße und Perfusionsmuster von Geweben (Mandava et al. 2013).
Der HRUS findet klinische Anwendung in der Untersuchung von benignen und malignen 
Hautveränderungen,  entzündlichen  Dermatosen,  Infektionskrankheiten  und  wird  in  der 
kosmetischen Dermatologie eingesetzt (Harland et al. 2000, Kreuter et al. 2006, Mandava 
et al. 2013, Hernández-Ibáñez et al. 2014).
Der HRUS liefert zweidimensionale Echtzeit-Querschnittsbilder mit einer axialen Auflösung 
von 50 µm und einer lateralen Auflösung von 300 µm (Harland et al. 2000).
Die  Limitationen  des  HRUS  liegen  in  der  fehlenden  Darstellbarkeit  rein  epidermaler 
Läsionen sowie Läsionen von weniger als 0,1 mm Tiefe (Cammarota et al. 1998, Mandava 
et al. 2013).
Bisher wurde der HRUS nicht direkt zur Untersuchung UV-bedingter Hautveränderungen 
eingesetzt.  Kreuter  et  al.  2006  untersuchten  die  Auswirkungen  verschiedener 
Lichttherapien  (Hochdosis-UVA1,  Niedrigdosis-UVA1,  Schmalband-UVB)  auf  die 
zirkumskripte  Sklerodermie,  indem  sie  mittels  HRUS  die  Hautstruktur  und  -dicke 
vermaßen und die Ergebnisse mit histologischen Untersuchungen verglichen.
Eine Studie bezüglich der lichtbedingten Hautveränderungen auf normaler Haut existiert 
bislang noch nicht.
MRT
Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist eine nicht invasive Bildgebungsmethode, die 
als  einzige  in  vivo  Methode  die  Wasserverteilung  der  Haut  nicht  beeinflusst  und  die 
Tiefendarstellung der einzelnen Hautschichten am wenigsten beeinflusst. Weiterhin ist sie 
die einzige in vivo-Bildgebungsmethode der Haut,  die nicht tiefenlimitiert  ist.  Durch die 
Möglichkeit der Darstellung in T1- und T2- Wichtung ist ein hoher Bildkontrast möglich, der 
sehr gut den Status der Gewebe differenzieren kann und spezielle Gewebe verschiedener 
Hautschichten hervorheben kann.
63
Trotz  des  guten  Kontrastes  hat  das  MRT  eine  vergleichsweise  geringe  Auflösung 
verglichen mit den anderen in vivo-Methoden. So kann im MRT zwar die Epidermisdicke 
vermessen  werden,  jedoch  ist  es  nicht  möglich,  einzelne  Epidermisschichten  zu 
unterscheiden (Mirrashed und Sharp 2004).
Das MRT findet klinischen Einsatz in der Darstellung der Subkutis, von Hauttumoren und 
arteriovenösen Malformationen (Mirrashed und Sharp 2004). 
Eine Untersuchung bezüglich der lichtbedingten Hautveränderungen wurde bislang noch 
nicht mittels MRT durchgeführt.
Zusammenfassend war nur die MPT in der Lage Einzelzellen und damit einhergehend 
eine  Zunahme  der  zellulären  Pleomorphie  darzustellen,  während  die  anderen  nicht-
invasiven Untersuchungsmethoden vor allem zur Dickenmessung eingesetzt wurden.
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6.3   Studie  1  -  Beobachtung  akuter  Veränderungen  nach  einmaliger, 
erythematogener Bestrahlungsdosis
Diese Studie  hat  gezeigt,  dass die  bisher  durch  histologische Studien  beschriebenen,  
typischen  Veränderungen  der  Haut,  die  durch  eine  akute  UVB-Bestrahlung  induziert 
werden, mittels MPT dargestellt und evaluiert werden können. 
Untersuchungen zu UV-induzierten Hautveränderungen sind komplex, da eine große Zahl 
von Einflussfaktoren die Ergebnisse bestimmen. 
Dazu gehören das Bestrahlungsspektrum und die Intensität der Lichtquelle, die Größe des 
bestrahlten Areals, die absolute applizierte UV-Dosis, Umweltfaktoren wie Temperatur und 
Luftfeuchtigkeit,  Hautfarbe,  anatomische  Region,  vorherige  UV-Expositionen  und  der 
Zeitpunkt der Messungen.
In  dieser  Studie  wurden  Untersuchungen  mit  einer  Bestrahlungsdosis  von  0,24  J/cm² 
(einmalig  0,36  J/cm²)  durchgeführt,  was  etwa  der  zweifachen  MED  bei  fast  allen 
Probanden entsprach. Diese Bestrahlungsdosis wurde gewählt,  da laut Lee et al. 2002 
eine  einfache  MED  zwar  ein  klinisch  sichtbares  Erythem  produziert,  jedoch  keine 
signifikanten histologischen Veränderungen hervorruft, während die Bestrahlung mit einer 
dreifachen MED  massive Veränderungen mit einer großen Zahl von Sonnenbrandzellen 
und sogar einer Zytolyse zur Folge hatte (Lee et al. 2002). Auch zeigten Gambichler et al. 
2006,  dass  nach  akuter  Bestrahlung  mit  einer  dreifachen  MED UVB sich  eine  starke 
Pigmentierung  ausbildete,  es  jedoch  nach  einer  einfachen  MED  nicht  zu  einer 
Pigmentierung kam (Gambichler et al. 2006). Baba und Yoshida wählten in ihrer Studie  
ebenfalls eine Bestrahlungsdosis von einer zweifachen MED UVB und beobachteten die 
Haut mittels CLSM und Histologie (Baba et al. 2005).
Eine Bestrahlung mit etwa einer zweifachen MED wie in dieser Studie, stellte sich als am 
geeignetsten  dar,  die  Veränderungen  nach  einer  einmaligen  UVB-Exposition  zu 
untersuchen ohne die Epidermis zu stark zu schädigen. Sie entspricht damit auch einem 
realistischen biologischen Verhalten des Menschen.
Die epidermale Pleomorphie und Spongiose wurden bereits nach 24 Stunden beobachtet,  
wohingegen die Zunahme der epidermalen Dicke und des Bräunungsgrades erst  nach 
(48-)72  Stunden  zu  erkennen  war.  Diese  Ergebnisse  stimmen  mit  den  meisten 
vorangegangenen Studien überein (Pearse et al. 1986, Lee et al. 2002, Tadokoro et al.  
2005, Gambichler et al. 2006, Liu et al. 2010).
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Miescher beschrieb dosis- und zeitabhängige histologische Veränderungen einschließlich 
einer  Zunahme  der  Epidermisdicke  ebenso  wie  die  Spongiose  (Blasenbildung)  und 
zelluläre Anomalien wie z.B. Mitosen, Zellkernschrumpfungen und Zellnekrosen (Miescher 
1930).  Diese  Ergebnisse  wurden  in  späteren  Studien  bestätigt  und  darüber  hinaus 
Dyskeratosen, eine Vakuolisierung und „abnormale Keratinozyten“ beschrieben (Gilchrest 
et al. 1981). Zu einem späteren Zeitpunkt wurden die „sunburn cells“ (Sonnenbrandzellen,  
Spiegeleizellen)  eindeutig  als  apoptotische  (und  nicht  nekrotische)  Keratinozyten 
identifiziert (Kulms und Schwarz 2000). 
6.3.1 Pleomorphie-Score
Nach einmaliger Bestrahlung mit UVB im überschwelligen Bereich (in dieser Studie ein- 
bis  dreifache  MED)  konnten  in  unterschiedlichem  Umfang zelluläre  Dysplasien  der 
Keratinozyten sowie Apoptosen mittels MPT festgestellt werden.  Die Zahl der Apoptosen 
stieg  bis  zum  dritten  Tag  an,  was  sich  auch  in  einem  höheren Pleomorphie-Score 
manifestierte.
Dieses Ergebnis unterscheidet sich teilweise von den Voruntersuchungen  in bisherigen 
histologischen Studien.  Mehrfach wurde das Auftreten von Apoptosen nach einmaliger 
erythematogener UV-Bestrahlung beschrieben (Gilchrest et al. 1981, Okamoto et al. 1999 
Kulms und Schwarz 2000,  Lee et  al.  2002,  Gambichler  et  al.  2005 (a)).  Der  zeitliche 
Verlauf des Ausprägungsgrades weicht jedoch teilweise erheblich vom in dieser Studie 
beobachteten Verlauf ab.
Bei Gilchrest et al.  1981 und Okamoto et al. 1999 zeigten sich die meisten Apoptosen 
bereits in der Biopsie 24 Stunden nach Bestrahlung und nahmen bis zur zweiten Biopsie  
nach 72 Stunden wieder ab. Jedoch untersuchten Gilchrest et al. nicht länger als bis 72 
Stunden nach Bestrahlung und nutzen eine Quecksilberdampflampe als Strahlungsquelle, 
die  ein  Emissionsspektrum  zwischen  UVA  und  dem  sichtbaren  Licht  besitzt.  Diese 
Einflussfaktoren sind eine mögliche Erklärung für die Abweichung im Zeitverlauf (Gilchrest 
et  al.  1981).  Okamoto  et  al.  bestrahlten  mit  50  mJ/cm²  UVB  und  nahmen  ihre 
Untersuchungen nicht an menschlicher Haut vor, sondern an C3H Mäusen, was in diesem 
Fall zu der Abweichung von unseren Beobachtungen geführt haben könnte (Okamoto et 
al. 1999).
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Die Ergebnisse von Kulms und Schwarz zeigten ebenfalls Abweichungen im Zeitverlauf im 
Vergleich  zu  dieser  Studie.  Sie  stellten  erstmals  fest,  dass  Sonnenbrandzellen 
apoptotischen  Keratinozyten  entsprechen  und  im  Zeitverlauf  ab  8  Stunden  nach 
Bestrahlung  auftraten,  einen  Peak  nach  24-48  Stunden  aufwiesen  und  nach  60-72 
Stunden verschwanden (Kulms und Schwarz 2000).
Diese  Studie  war  basierend  auf  den  Ergebnissen  histologischer  Studien  auf  einen 
Untersuchungszeitraum bis zu 72 Stunden nach Bestrahlung angelegt worden. 
Da  jedoch  entgegen  den  histologischen  Studien  nicht  ein  erwarteter  Abfall  des 
Pleomorphie-Scores  eintrat,  sondern  ein  kontinuierlicher  Anstieg  bis  72  Stunden  nach 
Bestrahlung,  wäre  eine  weitergehende  Verfolgung  der  Veränderungen  interessant 
gewesen. 
Bei  zwei  Probanden,  die  nach 72 Stunden sehr  hohe Pleomorphie-Scores aufwiesen,  
wurde  das  Testfeld  nach  14  Tagen  erneut  zur  Nachbeobachtung  der  Veränderungen 
vermessen.  Zu  diesem Zeitpunkt  zeigte  sich  jedoch  wieder  ein  vollkommen  normales 
Zellbild (Pleomorphie-Score 0).
6.3.2 Spongiosegrad
Von einer Spongiose spricht man bei einer verstärkten interzellulären Wassereinlagerung 
im  Sinne  eines Interzellularödems.  Dieses  kann  vielfältige  Ursachen  haben  und  auch 
durch eine UV-bedingte Entzündung und Gewebeschädigung hervorgerufen werden (Liu 
et al. 2010).
Dies bedeutet, dass sich eine Spongiose als eine Zunahme des Interzellularabstandes 
darstellen müsste.
Der  Interzellularabstand  kann  nicht  direkt  mittels  MPT  gemessen  werden,  da 
Zellmembranen keine AF aufweisen. Jedoch kann man durch Messung des Abstandes 
zwischen  den  äußersten  AF-Signalen  des  NAD(P)H-haltigen  Zytoplasmas  der  Zellen 
indirekt den Interzellularabstand bestimmen.
Beim  Vergleich  der  Abstände  vor  und  nach  der  UV-Exposition  konnte  eine  deutliche 
Spongiose bereits nach 24 Stunden mittels MPT nachgewiesen werden.
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Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass es durch die UVB-Bestrahlung zu 
einer intrazellulären Verschiebung des NAD(P)H-Gehaltes und der Mitochondrien kommt 
und sich die AF-Signale der Zellen aufgrund dieses Effektes  voneinander entfernen, ohne 
dass sich die Interzellularspalten verbreitert hätten. 
Eine weitere mögliche Fehlerquelle wäre, dass durch UVB-Bestrahlung und die dadurch 
gebildeten  reaktiven  Sauerstoffspezies  das  fluoreszierende  NAD(P)H  in  seine  nicht-
fluoreszierende,  oxidierte  Form  NAD(P)+ überführt  wird.  Studien  bezüglich  der 
Veränderungen  des  NAD(P)H/NAD(P)+-Gehaltes  der  Keratinozyten  unter  UVB-
Bestrahlung existieren bislang noch nicht.
Die Messungen stimmen jedoch mit den Untersuchungen von Gambichler et al. 2005 und 
Gilchrest et al. 1981 überein, die ebenfalls  die Ausbildung einer Spongiose nach UVB-
Bestrahlung nachwiesen (Gilchrest et al. 1981, Gambichler et al. 2005 (a)). 
Studie 1 wies eine signifikante Verbreiterung des Interzellularspaltes nach. Diese war mit  
lediglich 0,35 µm nur moderat ausgeprägt. Dass unter einmaliger erythematogener UVB-
Bestrahlung nur eine geringe Spongiose auftritt, fand auch Soter 1995. 
Da wir eine Untersuchung  unter realistischen Bedingungen beabsichtigten,  hat sich die 
etwa  zweifache  MED  als  gut  geeignete  Bestrahlungsdosis  bestätigt,  da  ein  stärkerer 
Ausprägungsgrad  der  Spongiose  im  zeitlichen  Verlauf  durch  Zerreißen  der  Zell-
Zellverbindungen zu einer Blase führen würde. 
6.3.3 Pigmentierungsquotient
Die  Pigmentierung  als  Reaktion  der  Haut  auf  UV-Bestrahlung  umfasst  die 
Sofortpigmentierung und die Spätpigmentierung (Pathak 1976, McGregor und Hawk 1999, 
Matsumura  und  Ananthaswamy  2004).  Während  die  Sofortpigmentierung  durch  UVA 
verursacht  wird,  wird  die  Spätpigmentierung sowohl  durch  UVB als  auch  in  geringem 
Anteil von UVA ausgelöst (Soter 1995, Matsumura und Ananthaswamy 2004, Tadokoro et 
al. 2005). In der Literatur tritt die Spätpigmentierung erst nach 2-3 Tagen auf (Kadekaro et 
al. 2003) und bleibt für mindestens 7 Tage bestehen (Tadokoro et al. 2005).
In  dieser  Studie  wurde  die  Pigmentierung  durch  Messung  des  relativen 
Autofluoreszenzgrades (Pigmentierungsquotient, PQ) in der Basalzellschicht quantifiziert. 
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Der Pigmentierungsquotient von 1,26 vor Bestrahlung, blieb in etwa konstant während der 
ersten 48 Stunden und stieg signifikant (p= 0,019) auf 1,63 nach 72 Stunden.
Dies  stimmt  mit  den  histologischen  Untersuchungen  überein  (Kadekaro  et  al.  2003, 
Tadokoro et al. 2005). 
Abweichend dazu fanden Lee et al., die ebenfalls mit 2MED Breitband-UVB bestrahlten, in  
ihrer Studie einen Pigmentierungspeak nach 48 Stunden mit beginnendem Abfall nach 72 
Stunden (Lee et al. 2002).
Der Pigmentierungsquotient wurde in dieser Studie in den Bildstapeln bestimmt, die bei 
einer Anregungswellenlänge von 750 nm gemessen wurden. Da Melanin sein stärkstes 
Autofluoreszenzsignal bei Anregungswellenlängen von rund 720 nm bildet (Breunig et al.  
2010),  wäre  es  bei  einer  weiterführenden  Studie  mit  Fokus  auf  der  Pigmentierung 
erwägenswert, eine Anregungswellenlänge von 720 nm zu benutzen. 
Diese Studie  verwendete  jedoch  750 nm als  Anregungswellenlänge,  da  vor  allem die 
Beobachtung der morphologischen Veränderungen im Vordergrund stand.
6.3.4 Epidermisdicke
Unabhängig  von  der  Art  der  Berechnung,  konnte  in  Studie  1  die  Ausbildung  einer 
Lichtschwiele  mittels Multiphotonenlasertomographie eindeutig nachgewiesen werden.
Nach  einmaliger,  erythematogener  UVB-Bestrahlung  zeichnete  sich  eine  deutliche 
Verbreiterung der lebenden Zellschicht verbunden mit einer diskreten Hyperkeratose ab. 
Dies  geht  mit  den  zuvor  erhobenen  Daten  histologischer  Studien  bezüglich  der 
Lichtschwiele einher  (Soter 1990, Linse und Richard 1990,  Hruza und Pentland 1993, 
Lavker et al. 1995, Lavker und Kaidbey 1997, Wishart 2001, Lee et al. 2002, Gambichler 
et al. 2004 (a), 2005 (a,b,c), 2006, Baba et al. 2005).  
Baba et al. fanden nach einer Bestrahlung mit 2 MED UVB ebenfalls eine Akanthose, die 
sich bereits nach 24 Stunden ausbildete und bis zum siebten Tag stetig anwuchs (Baba et 
al.  2005).  Die  Verbreiterung der  lebenden Zellschicht  ist  hierbei  am ehesten  auf  eine 
vermehrte Zellteilungsrate der Basalzellschicht zurückzuführen.
Bereits 1970 fanden Epstein et al.  heraus, dass die UV-induzierte Hyperplasie aus der 
steigenden mitotischen Aktivität der Epidermis und Dermis ca. 24-48 Stunden nach akuter 
UV-Exposition resultiert (Epstein et al. 1970).
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In der Studie von Imai 1994 kam es zu einer Zunahme der Epidermisdicke, die jedoch 
eher durch eine Hyperkeratose als durch eine Akanthose bedingt war. Dies unterscheidet 
sich  zwar  von  den  Befunden  der  aktuellen  Studie,  jedoch  wich  diese  Studie  im 
Versuchsaufbau stark von der aktuellen Studie ab. Zum einen wurde dort die Haut mit 
einer  gemischten UV-Quelle  einmalig  und mit  einer  langen Expositionszeit  (3  und 4,5 
Minuten) bestrahlt und zum anderen wurden die Biopsien erst am 7. Tag nach Bestrahlung 
entnommen (Imai 1994). All diese Abweichungen im Versuchsaufbau können Grund für die 
Verschiebung der Epidermisdickenzunahme zugunsten der Hyperkeratose sein. 
Darüber hinaus war beim Vergleich der SAAID's zu den jeweiligen Messzeitpunkten eine 
deutliche  Akanthose  sichtbar,  die  an  Tag  zwei  eintrat  und  sich  an  Tag  drei  weiter 
verstärkte. 
Weiterhin zeigte sich bei der Betrachtung der SHG-Kurven bei Probanden mit  starkem 
Erythem und hohem Pleomorphie-Score eine Verschiebung des SHG-Signales in der Tiefe 
sowie  ein  Abfall  des  SHG-Peaks  an  Tag  drei.  Dies  ließe  sich  zum  einen  durch  das 
Interzellularödem erklären, da dieses den dermalen Wassergehalt erhöht und so zu einer 
Verdickung  der  Haut  führt.  Zum  Anderen  wird  das  Kollagenfasernetzwerk  durch  ein 
entzündliches  Ödem  desorganisiert,  wodurch  ebenfalls  eine  Verschiebung  des  SHG-
Signales erklärt werden könnte (Liu et al. 2010).
Studien, die mit den neuen, nicht-invasiven Bildgebungsmethoden arbeiteten, bestätigten 
ebenfalls  die  Befunde  der  Akanthose  und  Hyperkeratose  mittels  OCT  und  CLSM 
(Gambichler et al. 2005 (a),  Baba et al. 2005) sowie die basale Hyperpigmentierung im 
Sinne einer Zunahme des Bräunungsgrades mittels CLSM (Gambichler et al. 2006).
In dieser Studie konnten viele der histologisch bereits beschriebenen Phänomene in vivo 
dargestellt  werden.  Darunter  befinden  sich  zelluläre  Atypien  und  Pleomorphie, 
Dyskeratosen,  Apoptosen  oder  Interzellularödem.  In  Folgeuntersuchungen  muss  eine 
Abgrenzung  sich  ähnelnder  Veränderungen  wie  z.B.  Dyskeratosen  in  Abgrenzung  zu 
Apoptosen oder Mitosen in Abgrenzung zu Atypien erarbeitet werden.
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6.4  Studie 2 –  Beobachtung akuter Veränderungen unter Schmalband-UVB-
Therapie
Lichttherapien sind mit akuten und chronischen Nebeneffekten auf die menschliche Haut 
assoziiert,  die  nicht  von  den  medizinisch  beabsichtigten  Effekten der  UV-Strahlung zu 
trennen sind.
Dies  ist  eine  der  ersten  Studien,  die  die  mikromorphologischen  Veränderungen  der  
unbetroffenen  Haut  von  Psoriasis  vulgaris-Patienten  während  einer  Lichttherapie  zu 
quantifizieren versucht hat. Die wiederholte, suberythematöse UV-Exposition, wie sie unter 
der Phototherapie appliziert wird, könnte ein aussagekräftigeres biologisches Modell der 
akuten Veränderungen darstellen als eine erythematöse UVB-Einzelbestrahlung, da sie 
mehr der natürlichen Exposition entspricht.
 
Im  Rahmen  von  Studie  2  wurde  lediglich  bei  zwei  Patienten  eine  Änderung  des 
Pleomorphiescores von 0 auf 1 beobachtet. Beide Patienten hatten unter der Schmalband-
UVB-Therapie ein Erythem entwickelt. Darüber hinaus kam es bei einem Vorversuch von 
Studie 1, bei dem lediglich mit 0,12 J/cm² bestrahlt wurde, zu keiner Erythementwicklung 
und  bei  der  Auswertung  dieser  Bildstapel  konnte  keinerlei  Veränderung  des 
Pleomorphiescores  im  Zeitverlauf  festgestellt  werden.  Darauf  aufbauend  kann 
geschlussfolgert werden, dass wenn eine Erythementwicklung ausbleibt, es auch nicht zur  
Entwicklung zellulärer Pleomorphien oder Apoptosen kommt.
Diese  Studie  bestätigt,  dass  suberythematöse  Dosen  von  UVB-Strahlung  ausreichend 
sind, um eine signifikante Hyperkeratose und Pigmentierung in der menschlichen Haut zu 
induzieren.  Eine  Akanthose  oder  pleomorphe,  dysplastische  Veränderungen  wie  bei 
einmaliger erythematöser Bestrahlung wurden dagegen nicht beobachtet. 
Diese Ergebnisse sind kongruent mit bisherigen Studien (Pearse et al. 1987, Bataille et al.  
2000, De Winter et al. 2001, Matsumura und Ananthaswamy 2004) und sprechen für eine 
langsame, kontinuierliche Photoadaption der Haut. 
Eine  Verdickung  der  Haut  fanden  auch  Imai  et  al.  1994,  die  die  Reaktionen  nicht-
betroffener Haut von Psoriasis vulgaris-Patienten mit der normalen Haut nach einmaliger 
dreiminütiger  bzw.  viereinhalbminütiger  UVB-Bestrahlung  verglichen.  Biopsien  wurden 
sieben  Tage  nach  Bestrahlung  entnommen.  Hierbei  zeigte  sich,  dass  die 
Epidermisdickenzunahme bei der Haut von Psoriasis vulgaris-Patienten unabhängig von 
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der  Bestrahlungszeit  stärker  ausgeprägt  war  als bei  gesunden  Kontrollpersonen  ohne 
Psoriasis vulgaris.
Daraus schlussfolgerten Imai et al., dass die mitotische Aktivität in unbefallener Haut von 
Psoriatikern  im  Vergleich  zu  normaler  Haut  erhöht  ist  und  sie  dadurch  ein  größeres 
Potential hat, ein Köbner Phänomen durch UV-Bestrahlung auszubilden als normale Haut. 
Obwohl  also  UV-Bestrahlung  als  Psoriasis  vulgaris-Therapie  hauptsächlich  positive 
Auswirkungen  auf  psoriatische  Läsionen  hat,  könnte  sie  in  unbetroffener  Haut  eine 
Entstehung von Psoriasis-Plaques begünstigen.  Hypothetisch betrachtet, könnte also die 
beobachtete Hyperkeratose in der aktuellen Studie bei Probanden ohne Psoriasis vulgaris 
geringer ausgeprägt sein. 
Bataille et al. 2000 fanden bei ihrer histologischen Studie an Psoriasis-Patienten, die eine 
Breitband-UVB-Therapie  erhielten,  dass  sich  auch  unter  suberythematösen  Dosen 
signifikant in den ersten Tagen Photoprodukte anhäuften. Diese wurden als Zeichen einer 
DNS-Schädigung  und  -Reparatur  interpretiert,  wiesen  jedoch  eine  weite  individuelle 
Variationsbreite auf.  
In  unserer  Studie  ergaben  sich  keine  Hinweise  auf  Zellschädigungen  unter  der 
Schmalband-UVB-Therapie,  da  der  Pleomorphie-Score  unbeeinträchtigt  blieb.  Eine 
Erklärung dafür wäre, dass Bataille et al. mit einer Breitband-UVB Lichtquelle bestrahlten,  
während  in  dieser  Studie  Schmalband-UVB zum Einsatz  kam,  das  in  den  bisherigen 
Untersuchungen  nur  ein  geringes  Schädigungspotenzial  zeigte (Weischer  et  al.  2004, 
Hearn  et  al.  2008,  Liu  et  al.  2010).  Eine  andere  Erklärung  könnte  die  Anwendung 
verschiedener   Untersuchungsmethoden  sein.  Bataille  et  al.  führten  histochemische 
Analysen  der  Biopsien  durch,  sodass  morphologische  Veränderungen  innerhalb  der 
untersuchten Biopsien nicht diskutiert wurden.
Diese Interpretation ließe vermuten, dass Photoläsionen der DNS eventuell  auch unter 
suberythematösen  UVB-Dosen  aufträten  und  sich  nicht  zwingend  gleichzeitig  als 
morphologische Veränderungen abbilden müssten. 
Die Studienlage zur Kanzerogenese durch Phototherapien weist auf ein erhöhtes Risiko 
für  die  Entwicklung  epithelialer  Hauttumore  und  Melanome  nach  PUVA-Therapie  hin 
(Stern 1984, 1994, 1998). Ein erhöhtes Risiko für eine verstärkte Kanzerogenese unter 
Schmalband-UVB-Therapie wird jedoch bislang nicht beobachtet (Weischer et al. 2004, 
Man et al. 2005, Black und Gavin 2006, Hearn et al. 2008).
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Im Einzelnen fanden Stern et  al.  1994,  1998 in  Ihren prospektiven Studien mit  einem 
Follow-up  von  13  Jahren,  dass  die  Erkrankungshäufigkeit  verglichen  mit  der 
Normalpopulation  bei  Patienten,  die  über  100  PUVA  Therapie  erhielten,  bei 
Plattenepithelkarzinomen auf 11,9 und bei den Basaliomen auf 2,5 anstieg.
Zwei  Studien  wiesen  ebenfalls  auf  eine  mehr  als  doppelt  so  hohe  Inzidenz  für  das 
Auftreten von in situ sowie invasiven Melanomen unter Patienten hin, die mehr als 200 
PUVA Behandlungen bekamen, verglichen mit  Patienten, die weniger Dosen bekamen. 
(Stern et al. 1997, Stern 2001).
Bisherige Studien zur Schmalband-UVB-Therapie zeigten kein erhöhtes Risiko für eine 
verstärkte Kanzerogenese (Weischer et al. 2004, Man et al. 2005, Black und Gavin 2006, 
Hearn et al. 2008).
In dieser Studie ergaben sich unterschiedliche Bestrahlungsdauern und -dosierungen der 
Schmalband-UVB-Therapie  bezogen  auf  die  Bestrahlungstage  aufgrund  des  Hauttyps, 
des individuellen Ansprechens und der unterschiedlichen Empfindlichkeit der Patienten. Im 
Falle des Auftretens einer erythematösen Antwort mussten UVB-Einzelbestrahlungsdosen 
bei  wenigen  Patienten  auch  wieder  reduziert  werden  bzw.  einzelne  Bestrahlungstage 
ausfallen. 
Da  die  adäquate  Therapie  des  Patienten  im  Vordergrund  stand,  waren  die 
Untersuchungszeitpunkte nach festgelegten Zeitintervallen innerhalb der Schmalband-UV-
Therapie  gerichtet,  nicht  nach  den  Kumulativdosen.  Somit  lässt  diese  Studie  keine 
Analyse von Dosis-Wirkungs-Kurven zu.
Dennoch  stellt  diese  Studie  eindeutig  fest,  dass  es  zu  keinen  morphologischen 
Veränderungen der Haut im Sinne einer Hautschädigung kommt. Sie liefert keinen Beweis 
dafür,  dass die  Schmalband-UVB-Therapie als komplett  ungefährlich einzuschätzen ist. 
Die  Studie  demonstriert  jedoch,  dass  unter  der  Schmalband-UVB-Therapie  nach  dem 
Bestrahlungsschema von Gera lediglich akute Veränderungen der Haut im Sinne einer  
Photoadaption stattfinden und sich keine morphologischen Veränderungen im Sinne einer 
Hautschädigung finden lassen.
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6.5  Vergleich Studie 1 und 2
Die lichtbedingten Veränderungen der Haut sind abhängig von der Bestrahlungsstärke, 
-dauer und -häufigkeit. Kommt es unter einmaliger erythematogener Bestrahlung noch zu 
einem massiven Anstieg  des Pleomorphie-Scores  auf  3,3  nach  72  Stunden,  so  steigt 
dieser  nur  minimal  auf  0,13  am  TagZ  bei  rezidivierenden,  suberythematogenen 
Bestrahlungen  an.  Ebenso  verhält  es  sich  mit  der  Spongiose,  da  es  unter 
erythematogener Bestrahlung zwar nur zu einem geringen, jedoch signifikanten Anstieg 
um 0,35 µm (+24,3 %) des Interzellularraumes kommt, es bei den suberythematogenen 
Dosen von Studie 2 zu keiner signifikanten Veränderung kommt (+0,07 µm).
In  Hinsicht  auf  die  Zunahme  der  Pigmentierung  führten  sowohl  die  einmalige 
erythematogene, als auch die rezidivierende suberythematogene Bestrahlung mit UVB zu 
einem starken,  signifikanten Anstieg des Pigmentierungsquotienten (+0,37/  +29,4 % in 
Studie 1, +0,14/ +11 % in Studie 2) ab Tag3, verstärkt nochmal am TagZ (+0,56/ +45,5 % 
in Studie 2), wohingegen das unbestrahlte Kontrollfeld kontinuierliche Werte zeigte. Dies 
spricht zum einen für die gute Vergleichbarkeit der Messmethode und zum anderen zeigt 
dies, dass auch suberythematogene Dosen von UVB in der Lage sind eine Pigmentierung 
hervorzurufen, was als Anpassungsreaktion der Haut an die Strahlenbelastung gewertet 
wird.
Bei der Epidermisdickenzunahme, die in beiden Bestrahlungsschemen zu verzeichnen ist, 
fällt auf, dass nach erythematogener Bestrahlung hauptsächlich die lebende Zellschicht an 
Dicke zunimmt (Gesamtzunahme der Epidermisdicke um +12,5 µm/ +26,9 %, davon 2,5 
µm Dickenzunahme des Stratum corneum und 10 µm kontinuierliche Zunahme der DVE). 
Dies kommt vermutlich durch eine vermehrte Proliferation der Basalzellen zustande in der 
Absicht, die zerstörten Keratinozyten zu ersetzen und ist somit eher als Ausdruck einer 
Reaktion auf die Schädigung des Gewebes zu werten.
Im  suberythematogenen  Bestrahlungsschema  kam  es  nur  zu  einer  leichten 
Dickenzunahme der gesamten Epidermis von +4,3 µm/ +9,6 %, wobei hier vor allem die 
Ausbildung einer Hyperkeratose von +3,1 µm (+18 %) im Vordergrund steht. Dies ist als 
Ausdruck einer protektiven Anpassung des Gewebes an den UVB-Reiz zu werten.
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Zusammenfassend  lässt  sich  also  feststellen,  dass  eine  einmalige  erythematogene 
Bestrahlung  mit  UVB  zu  einer  massiven  Zunahme  der  zellulären  Pleomorphie,  einer 
leichten Spongiose,  einem starken Anstieg der Epidermisdicke vor  allem der lebenden 
Zellschicht und einer Zunahme des Bräunungsgrades führt. Man sieht dabei sowohl die 
Zeichen  der  Gewebeschädigung  als  auch  der  Anpassungsreaktion  der  Haut.  Nach 
rezidivierender  Applikation  suberythematogener  Dosen  von  UVB  in  ansteigender 
Dosierung kommt es nicht oder nur sehr gering zu zellulären Schäden, jedoch bilden sich 
unter dem Reiz des suberythematogenen UVB-Lichtes Anpassungsreaktionen der Haut im 
Sinne einer Lichtschwiele durch Hyperkeratose sowie eine zunehmende Pigmentierung 
aus,  was  die  Haut  effektiv  vor  der  nächsten  Applikation  mit  leicht  gesteigerter  Dosis 
effektiv schützt.
Ein direkter Vergleich einer Dosisabhängigkeit der gesehenen Veränderungen zwischen 
beiden  Studien  kann  nur  bedingt  gezogen  werden,  da  in  ihnen  zwei  unterschiedliche 
Bestrahlungsquellen zur Anwendung kamen. In Studie 1 wurde mit einer Breitband-UVB-
Lichtquelle und in Studie 2 mit einer Schmalband-UVB-Lichtquelle bestrahlt. Liu et al. 2010 
zeigten, dass die MED nach Schmalband-UVB-Bestrahlung erst bei ca. fünffach höheren 
Dosen  erreicht  wird  als  nach  Breitband-UVB-Bestrahlung.  Besonders  die  Dosis-
Wirkungsbeziehung  der  beiden  verschiedenen  Strahlungsarten  kann  nicht  verglichen 
werden,  da  die  Schmalband-UVB  induzierte  MED  laut  Gordon  et  al.  1998  in  keiner 
Beziehung  zum  Hauttyp  und  der  üblicherweise  durch  Breitband-UVB  induzierten, 
„normalen“ MED steht.
Insgesamt  konnte  die  gute  Verträglichkeit  einer  Schmalband-UVB  Therapie  unter 
kontrollierten dermatologischen Bedingungen gezeigt werden. Gleichzeitig waren mit der 
Methode nicht-invasiv Aussagen möglich, die sonst mit keinem anderen Verfahren möglich 
waren.
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6.6  Limitationen 
Eine  Limitation  dieser  Studien  ist,  dass  keine  Biopsien  zur  histopathologischen 
Bestätigung der Befunde durchgeführt wurden. Dies war aufgrund des Charakters einer 
Longitudinalstudie an derselben Untersuchungsstelle nicht möglich.
Auch muss anerkannt werden, dass es so etwas wie eine perfekte Technik zur Erfassung 
von  lichtbedingten  Hautveränderungen  nicht  gibt,  da  diese  ressourcensparend,  nicht-
invasiv, schnell in der Bildaufnahme- und Auswertungszeit sein und alle Veränderungen 
erfassen können müsste. 
Die MPT als nicht-invasive Methode ermöglicht es, in einer einzigen Untersuchung die 
relevanten morphologischen Parameter  auf  einmal  zu erfassen.  Jedoch ist  dafür  extra 
geschultes Personal nötig, um reproduzierbare und sensitive Daten zu erzeugen.
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7  Schlussfolgerungen
1. Die  MPT ist  eine  effektive  Methode zur  qualitativen und quantitativen  Erfassung  
akuter UVB-bedingter Lichtschäden und adaptiver Veränderungen.
2. Die MPT hat aufgrund ihrer hohen Auflösung und der gleichzeitigen Erfassung von 
SHG  Vorteile  gegenüber  anderen  nicht-invasiven  Untersuchungsmethoden  zur  
Erfassung der lichtbedingten Hautveränderungen, da nur mit ihr alle morphologischen 
Veränderungen erfasst werden können.
3. Unter einmaliger erythematogener UVB-Bestrahlung kommt es zu einem Anstieg der 
zellulären Pleomorphie, einer leichten Spongiose, einer Verdickung der gesamten  
Epidermis vor allem bedingt durch die Verbreiterung der vitalen  Epidermis sowie zu  
einer Zunahme der Pigmentierung.
4. Unter  rezidivierender  suberythematogener  Bestrahlung  mit  Schmalband-UVB  in  
aufsteigender  Dosierung  treten  keine  signifikanten  zellulären  Veränderungen  im  
Sinne einer Schädigung auf.
5. Unter rezidivierender suberythematogener Bestrahlung in aufsteigender Dosierung  
kommt es zur Ausbildung von protektiven Adaptionsmechanismen der Haut wie z.B. 
einer  leichten  Hyperkeratose  und  einer  beträchtlichen  Zunahme  des  
Pigmentierungsgrades.
6. Bleibt  eine  Erythembildung  aus,  entstehen  keine  zellulären  Pleomorphien  oder  
Apoptosen. 
7. Unter  der  Schmalband-UVB-Therapie  kann  sich  die  Haut  durch  die  langsame,  
kontinuierliche Dosissteigerung  an  die  erhöhte  UV-Belastung  anpassen.  Es lässt  
sich  vermuten,  dass  die  Schmalband-UVB-Therapie  neben  der  therapeutischen  
Effektivität  auf  die  Psoriasis-Plaques  keine  negativ  zu  bewertenden  akuten  
Veränderungen der Haut bedingt.
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8. Während Marks und Edwards noch nach einer geeigneten Untersuchungsmethode 
suchten, die zur Messung aller lichtbedingten Veränderungen der Haut dienlich ist, und 
damals aktuelle Techniken für unzureichend einstuften (Marks und Edwards 1992), kann 
die MPT dies nun erfüllen. 
Die  MPT  könnte  in  zukünftigen  Studien  von  diagnostischem  Wert  sein,  um  die 
Veränderungen der Hautmorphologie von verschiedensten Dermatosen zu erfassen, die 
Effektivität  von  Sonnenschutzmitteln  in  vivo  zu  testen,  die  phototherapiebedingten 
Veränderungen innerhalb einer Psoriasis-Plaque zu erfassen oder die Auswirkungen von 
UVA-Strahlung auf die Haut festzustellen.
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